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Εισαγωγή 
 
Κατά τη διάρκεια των τελευταίων δεκαετιών, το Acinetobacter baumannii έχει εξελιχθεί από 
συµβιωτικό, σχετικά χαµηλού βαθµού παθογόνο σε ένα από τα πιο σηµαντικά νοσοκοµειακά 
παθογόνα που προκαλούν λοιµώξεις, ιδιαίτερα στις Μονάδες Εντατικής Θεραπείας (ΜΕΘ) 
(1, 2). Ένας από τους κύριους λόγους που το A. baumannii βρίσκεται στο επίκεντρο του 
ενδιαφέροντος τα τελευταία χρόνια είναι η αξιοσηµείωτη ικανότητά του να αποκτά και να 
συσσωρεύει πολλαπλούς µηχανισµούς αντοχής, που οδηγεί στην εµφάνιση πολυανθεκτικών 
(multidrug-resistant, MDR) στελεχών και το ξέσπασµα επιδηµιών. Επίσης, µπορεί να 
επιβιώνει στο κλινικό περιβάλλον για παρατεταµένες περιόδους, γεγονός που ενισχύει ακόµη 
περισσότερο την ικανότητά του να προκαλεί νοσοκοµειακές επιδηµίες (3, 4). 
Από τις αρχές του 2000 άρχισε να εµφανίζεται µια προοδευτικά αυξανόµενη αντοχή 
στις καρβαπενέµες µεταξύ των στελεχών A. baumannii σε όλο τον κόσµο. Σήµερα πλέον, τα 
ανθεκτικά στις καρβαπενέµες (carbapenem-resistant) A. baumannii (CRAB) θεωρούνται 
µείζον πρόβληµα δηµόσιας υγείας, λόγω των περιορισµένων θεραπευτικών επιλογών για την 
αντιµετώπισή τους (5). Στη χώρα µας, τα επίπεδα συνδυασµένης αντοχής των στελεχών A. 
baumannii σε φθοριοκινολόνες, αµινογλυκοσίδες και καρβαπενέµες είναι τα υψηλότερα 
στην Ευρώπη και ξεπερνούν το 80% (6). Σε λοιµώξεις από τέτοια MDR στελέχη, κυρίως η 
κολιστίνη (επίσης γνωστή ως πολυµυξίνη Ε) ή η τιγεκυκλίνη αποτελούν συχνά τα 
αντιβιοτικά τελευταίας εκλογής, έχουν όµως ήδη αναφερθεί στελέχη ανθεκτικά και σε αυτά, 
περιορίζοντας περαιτέρω τις θεραπευτικές επιλογές (7–9). Το γεγονός αυτό, σε συνδυασµό 
µε τις περιορισµένες δυνατότητες για την ανάπτυξη νέων αντιβιοτικών στο άµεσο µέλλον 
προκαλεί έντονη ανησυχία (2), ενώ παράλληλα τονίζει τη σηµασία που έχει η διαφύλαξη της 
δραστικότητας των ήδη υπαρχόντων αντιβιοτικών. Έτσι λοιπόν, η µελέτη της δραστικότητας 
και των µηχανισµών αντοχής στα αντιβιοτικά τελευταίας εκλογής και η διερεύνηση της 
µοριακής επιδηµιολογίας των στελεχών A. baumannii είναι σηµαντικές, προκειµένου να 
αναπτυχθούν στρατηγικές έγκαιρης παρέµβασης για τον έλεγχο της διασποράς τους και τον 
περιορισµό της ανάπτυξης αντοχής.  
 
1. Μικροβιολογία του γένους Acinetobacter 
 
1.1. Ιστορική αναδροµή  
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Το γένος Acinetobacter προτάθηκε για πρώτη φορά το 1954 από τους Brisou και Prévot. Η 
αρχική ανίχνευση του πρώτου στελέχους Acinetobacter χρονολογείται το 1911, όταν ο 
Ολλανδός µικροβιολόγος Beijerinck αποµόνωσε τον µικροοργανισµό “Micrococcus 
calcoaceticus” που τελικά µετονοµάστηκε ως Acinetobacter calcoaceticus (10, 11). Ο όρος 
Acinetobacter προήλθε από την ελληνική λέξη “akinetos”, η οποία σηµαίνει ‘‘µη κινητό’’. 
Ωστόσο, το δόγµα ότι τα Acinetobacter είναι µη κινητά έχει πλέον διαψευστεί. Πρόσφατες 
µελέτες έχουν δείξει ότι ορισµένα είδη Acinetobacter, και ιδίως το Α. baumannii, 
κωδικογραφούν διάφορα γονίδια αναγκαία για την κινητικότητα και στην πραγµατικότητα 
µπορεί να είναι κινητά όταν αναπτύσσονται σε ηµιστερεά µέσα, σε απουσία φωτός (12, 13). 
 
1.2. Γενικά χαρακτηριστικά 
 
Το γένος Acinetobacter ανήκει στην οικογένεια των Moraxellaceae, στην τάξη των γ-
πρωτεοβακτηρίων. Εξ’ ορισµού περιλαµβάνει Gram-αρνητικά, αυστηρά αερόβια, µη κινητά 
και µη ζυµωτικά κοκκοβακτηρίδια. Τα βακτήρια αυτά είναι καταλάση-θετικά, οξειδάση-
αρνητικά και τα περισσότερα δεν ανάγουν τα νιτρικά. Στη χρώση Gram εµφανίζονται σαν 
µικρές, παχουλές, Gram-αρνητικές ράβδοι. Επειδή, όµως, δύσκολα αποχρωµατίζονται µπορεί 
συχνά να αναγνωριστούν λανθασµένα σαν Gram-αρνητικοί ή Gram-θετικοί κόκκοι και για 
τον λόγο αυτόν είχαν ονοµαστεί παλαιότερα “Mimae” (14, 15).  
Η πλειονότητα των στελεχών Acinetobacter αναπτύσσονται µεταξύ 20°C και 37°C, 
ενώ η ευνοϊκότερη θερµοκρασία ανάπτυξης είναι 33-35°C. Tα είδη Acinetobacter από 
δείγµατα ανθρώπινης προέλευσης αναπτύσσονται εύκολα στα συνήθη στερεά θρεπτικά 
υλικά που χρησιµοποιούνται στη ρουτίνα των κλινικών µικροβιολογικών εργαστηρίων (όπως 
το αιµατούχο άγαρ ή το tryptic soy άγαρ), σε θερµοκρασία επώασης 37°C. Σχηµατίζουν 
λείες, θολωτές, συχνά βλεννώδεις, γκριζόλευκες αποικίες. Οι αποικίες των στελεχών του 
συµπλέγµατος A. calcoaceticus-A. baumanii complex εµφανίζουν διάµετρο 1.5-3 mm µετά 
από 18ωρη επώαση και οµοιάζουν µε αυτές των Εντεροβακτηριακών, ενώ τα περισσότερα 
από τα άλλα είδη Acinetobacter σχηµατίζουν µικρότερες και πιο διαφανείς αποικίες. Πολλά 
είδη, µεταξύ των οποίων τα στελέχη του συµπλέγµατος A. calcoaceticus-A. baumannii 
complex, αναπτύσσονται στο McConkey άγαρ. Στο αιµατούχο άγαρ, τα στελέχη του είδους A. 
haemolyticus και µερικών άλλων ειδών µπορεί να εµφανίζουν αιµόλυση, ενώ η ιδιότητα 
αυτή είναι αρνητική στα στελέχη του συµπλέγµατος A. calcoaceticus-A. baumannii complex 
(14, 15). 
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1.3. Ταξινόµηση του γένους Acinetobacter 
 
Επί του παρόντος, το γένος Acinetobacter αποτελείται από 53 διαφορετικά είδη µε έγκυρα 
δηµοσιευµένα ονόµατα (http://apps.szu.cz/anemec/Classification.pdf), τα οποία παρατίθενται 
στον Πίνακα 1. Μόλις ένα προτεινόµενο νέο όνοµα του είδους δηµοσιεύεται στην 
επικυρωµένη λίστα του περιοδικού International Journal of Systematic and Evolutionary 
Microbiology [IJSEM, (http://ijs.microbiologyresearch.org/content/journal/ijsem)] γίνεται 
δεκτό ως έγκυρο όνοµα του είδους. Το γένος Acinetobacter επίσης περιλαµβάνει 7 είδη µε 
προσωρινή ονοµασία, κυρίως γενωµικά είδη (genomic species) που διαχωρίστηκαν µε τη 
βοήθεια υβριδισµού των νουκλεϊνικών οξέων, και 9 είδη µε δηµοσιευµένα µη έγκυρα 
ονόµατα, δηλαδή ονόµατα ειδών που δεν έχουν ακόµη επικυρωθεί από το IJSEM. 
Όπως φαίνεται στον Πίνακα 1, το A. grimontii είναι ταξινοµικά ταυτόσηµo µε το Α. 
junii και το A. pakistanensis ταυτόσηµo µε το A. bohemicus. Αρκετά γενωµικά είδη φέρουν 
συγκεκριµένες συντοµογραφίες που αντιστοιχούν στα αρχικά των συγγραφέων που τα 
περιέγραψαν για πρώτη φορά. Για παράδειγµα, η συντοµογραφία BJ αναφέρεται στους 
Bouvet και Jeanjean, ενώ η TU στους Tjernberg και Ursing. Κατά τη διάρκεια των 
τελευταίων ετών, αρκετά είδη µε προσωρινές ονοµασίες έχουν λάβει έγκυρα ονόµατα. Για 
παράδειγµα, οι Tjernberg & Ursing έδειξαν ότι το Acinetobacter genomic species 12 
αντιστοιχεί στο Α. radioresistens (17). Επιπλέον, ο Nemec et al. πρόσφατα πρότειναν 
ονόµατα για τα Acinetobacter genomic species 3, 10, 11 και 13TU, που πλέον έχουν 
επικυρωθεί ως Α. pittii, Α. bereziniae, Α. guillouiae και Α. nosocomialis, αντίστοιχα (18, 19). 
 
 
Πίνακας 1. Τα είδη του γένους Acinetobacter µε έγκυρα δηµοσιευµένα ονόµατα 
(προσαρµοσµένο από http://apps.szu.cz/anemec/Classification.pdf) 
Έγκυρα δηµοσιευµένα ονόµατα  
(n =53) 
Πρώην (ανεπίσηµη) 
ονόµασία Αποµόνωση (κυρίως) από Αναφορά 
A. albensis Taxon 31  Έδαφος, νερό (20) 
A. apis   Έντερο µέλισσών (21) 
A. baumannii Genomic species 2  Άνθρωπος, θερµόαιµα ζώα (22) 
A. baylyi  Ενεργοποιηµένη ιλύς, έδαφος (23) 
A. beijerinckii Phenon 7  Άνθρωπος, ζώα, έδαφος, νερό (24) 
A. bereziniae  Genomic species 10  Άνθρωπος (18, 22) 
A. bohemicus Taxon 26  Έδαφος, νερό (25) 
A. boissieri  Νέκταρ λουλουδιών (26) 
A. bouvetii   Ενεργοποιηµένη ιλύς (23) 
A. brisouii   Τύρφη (27) 
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A. calcoaceticus Genomic species 1  Έδαφος, νερό, άνθρωπος (22) 
A. celticus Taxon 33  Έδαφος, νερό (28) 
A. courvalinii  Genomic species14BJ  Άνθρωπος, ζώα (29, 30) 
A. dijkshoorniae  NB14  Άνθρωπος, νερό (31) 
A. dispersus  Genomic species 17  Έδαφος, νερό, άνθρωπος (29, 30) 
A. equi  Άλογο (32) 
A. gandensis Taxon 30  Άλογο, βοοειδή, νερό (33) 
A. gerneri   Ενεργοποιηµένη ιλύς (23) 
A. grimontii (= A. junii)   Ενεργοποιηµένη ιλύς (16, 23) 
A. guangdongensis   Μετάλλευµα Pb++/Zn++                     (34) 
A. guillouiae  Genomic species 11  Έδαφος, νερό, άνθρωπος (18, 22) 
A. gyllenbergii Phenon 3  Άνθρωπος (24) 
A. haemolyticus Genomic species 4  Άνθρωπος (22) 
A. harbinensis   Νερό ποταµού (35) 
A. indicus   Έδαφος (36) 
A. johnsonii Genomic species 7  Έδαφος, νερό, άνθρωπος, ζώα (22) 
A. junii Genomic species 5  Άνθρωπος, ζώα, νερό, έδαφος (22) 
A. kookii  Έδαφος, νερό (37) 
A. lactucae   Μαρούλι (38) 
A. lwoffii  Genomic species 9  Άνθρωπος, ζώα, έδαφος, νερό (17, 22) 
A. modestus Taxon 18  Άνθρωπος, νερό (29, 39) 
A. nectaris  Νέκταρ λουλουδιών (26) 
A. nosocomialis  Genomic species 13TU  Άνθρωπος (17, 19) 
A. pakistanensis (= A. bohemicus)  Λύµατα (40, 41) 
A. parvus Phenon 4  Άνθρωπος, ζώα (42) 
A. pittii  Genomic species 3  Άνθρωπος, έδαφος, νερό (19, 22) 
A. populi  Φλοιός λεύκας (43) 
A. pragensis Taxon 28  Έδαφος, νερό (44) 
A. proteolyticus Taxon 19  Άνθρωπος (29, 39) 
A. puyangensis  Φλοιός λεύκας (45) 
A. qingfengensis  Φλοιός λεύκας (46) 
A. radioresistens Genomic species 12  Άνθρωπος, έδαφος, βαµπάκι (22, 47) 
A. rudis  Νωπό γάλα, λύµατα (48) 
A. schindleri Phenon 2  Άνθρωπος, ζώα (49) 
A. seifertii  'Close to 13TU'  Άνθρωπος (50, 51) 
A. soli   Έδαφος, άνθρωπος (52) 
A. tandoii   Ενεργοποιηµένη ιλύς, νερό, έδαφος    (23) 
A. tjernbergiae  Ενεργοποιηµένη ιλύς  (23) 
A. towneri  Ενεργοποιηµένη ιλύς, νερό, έδαφος    (23) 
A. ursingii Phenon 1  Άνθρωπος (49) 
A. variabilis Genomic species 15TU  Άνθρωπος, ζώα, έδαφος (53) 
A. venetianus  Θαλασσινό νερό (54, 55) 
A. vivianii Taxon 20  Άνθρωπος, έδαφος, νερό (29, 39) 
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Τα τρία κλινικά είδη A. baumannii, Α. pittii, A. nosocomialis και το περιβαλλοντικό 
είδος A. calcoaceticus εµφανίζουν µεγάλη συγγένεια σύµφωνα µε µελέτες υβριδισµoύ των 
νουκλεϊνικών οξέων, ενώ δύσκολα µπορούν να διακριθούν µεταξύ τους µε φαινοτυπικά 
κριτήρια. Για λόγους ευκολίας, πολλά εργαστήρια αναφέρονται σε αυτά σαν µία οµάδα που 
ονοµάζεται A. calcoaceticus-A. baumannii (Acb) complex (15). 
 
1.4. Οικολογία των ειδών Acinetobacter µε έµφαση στο Α. baumannii 
 
Οι γνώσεις µας σχετικά µε την οικολογία των περισσότερων ειδών Acinetobacter είναι 
περιορισµένες. Παρόλο που πολλά από τα είδη που αναφέρονται στον Πίνακα 1 έχουν βρεθεί 
σε ανθρώπινα κλινικά δείγµατα, λίγα µόνο θεωρούνται ότι έχουν κλινική σηµασία. Ακόµη 
όµως και τα κλινικά σηµαντικά είδη θεωρούνται ευκαιριακά παθογόνα, τα οποία συνήθως 
προσβάλλουν µόνο νοσηλευόµενους ασθενείς σε σοβαρή κατάσταση. Μέχρι σήµερα, το πιο 
διαδεδοµένο κλινικά σηµαντικό είδος του γένους Acinetobacter είναι το Α. baumannii, το 
οποίο παρουσιάζει υψηλή τάση για πολυαντοχή στα αντιβιοτικά και συνδέεται πολύ συχνά 
µε εκτεταµένες επιδηµίες. Ωστόσο, τα τελευταία χρόνια αυξάνονται οι αναφορές που 
δηλώνουν ότι τα στενά συγγενικά είδη Α. pittii και Α. nosocomialis µπορούν να 
διαδραµατίσουν παρόµοιο ρόλο µε το Α. baumannii στα νοσοκοµεία και να προκαλέσουν 
επιδηµίες (12). Η σχετική κατανοµή των τριών παραπάνω ειδών τόσο στα νοσοκοµεία, όσο 
και στην κοινότητα και σε περιβαλλοντικά δείγµατα φαίνεται ότι ποικίλλει ανάλογα µε τη 
γεωγραφική περιοχή (56–58). 
Άλλα είδη που έχουν συσχετιστεί περιστασιακά µε νοσοκοµειακές λοιµώξεις είναι τα 
Α. lwoffii, Α. johnsonii, Α. junii, Α. haemolyticus, A. parvus, A. ursingii και A. schindleri. 
Γενικά, οι λοιµώξεις που προκαλούν τα είδη αυτά είναι λιγότερο συχνές σε σχέση µε τις 
λοιµώξεις που προκαλεί το A. baumannii και συχνά είναι ιατρογενούς προέλευσης. Επίσης, 
µερικά από τα είδη αυτά µπορεί να εµφανιστούν στο δέρµα σαν αποικιστές (56). Πρόσφατα 
περιγράφηκε ένα αναδυόµενο παθογόνο στην Ασία, το Α. seifertii. Το είδος αυτό είναι 
γενετικά στενά συνδεδεµένο και µπορεί να αναγνωριστεί λανθασµένα ως A. baumannii (50, 
59, 60). 
Το A. baumannii έχει βρεθεί σπάνια και στο δέρµα υγιών ανθρώπων (61). Αντίθετα, 
το Α. pittii φαίνεται να εµφανίζει σχετικά υψηλά ποσοστά φορείας στο δέρµα (62), ενώ το 
είδος αυτό έχει βρεθεί στα λαχανικά και το έδαφος. Αν και τα είδη A. baumannii και Α. 
nosocomialis έχουν αποµονωθεί από τα λαχανικά, το ανθρώπινο δέρµα, τις ψείρες του 
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σώµατος ή τα ζώα, κυρίως αποµονώνονται από κλινικά δείγµατα (14, 63). Στο νοσοκοµείο, 
το Α. baumannii αποικίζει το δέρµα και τους βλεννογόνους των ασθενών και τον 
περιβάλλοντα χώρο τους (64, 65). Ο αποικισµένος ασθενής θεωρείται γενικά η πηγή από την 
οποία ο οργανισµός διασπείρεται στο τοπικό περιβάλλον και σε άλλους ασθενείς, για 
παράδειγµα µέσω του αέρα, των χεριών του προσωπικού ή του µολυσµένου εξοπλισµού (56, 
66, 67). Η ικανότητα του µικροοργανισµού να ανθίσταται στους χηµικούς παράγοντες και 
την αποξήρανση θεωρείται σηµαντικό χαρακτηριστικό για την επιβίωσή του στο 
νοσοκοµειακό περιβάλλον. Ωστόσο, το φυσικό περιβάλλον από το οποίο προέρχονται το A. 
baumannii και το Α. nosocomialis παραµένει ακόµη και σήµερα ασαφές. 
 
2. Μέθοδοι για την ταυτοποίηση των ειδών του γένους Acinetobacter  
 
2.1. Εµπορικά συστήµατα 
 
Στα εργαστήρια ρουτίνας, η ταυτοποίηση των ειδών του γένους Acinetobacter γίνεται κυρίως 
µε χειροκίνητα, ηµιαυτόµατα και αυτόµατα εµπορικά συστήµατα, όπως τα συστήµατα API 
20NE, Vitek 2, Phoenix και MicroScan WalkAway. Το σύστηµα Vitek 2 (bioMérieux, Marcy 
l’Etoile, France) χρησιµοποιεί ειδικά σχεδιασµένες κάρτες που περιέχουν κοιλότητες, είτε µε 
αφυδατωµένα υποστρώµατα για την ταυτοποίηση των ειδών ή αφυδατωµένους 
αντιµικροβιακούς παράγοντες για τον έλεγχο της ευαισθησίας. Ένα πρότυπο εναιώρηµα του 
στελέχους παρασκευάζεται και προστίθεται στις κοιλότητες της κάρτας. Η επώαση, η 
ανάγνωση και η ερµηνεία της κάρτας γίνονται αυτόµατα από ένα ηλεκτρονικό σύστηµα. Το 
σύστηµα επιτρέπει την ταχεία ταυτοποίηση των ειδών µέσα σε 5-8 ώρες. 
Ωστόσο, η ταυτοποίηση των ειδών του γένους Acinetobacter µε τα εµπορικά 
συστήµατα είναι προβληµατική (14, 68, 69). Αυτό µπορεί να οφείλεται, εν µέρει, στην 
περιορισµένη βάση δεδοµένων που διαθέτουν τα συστήµατα αυτά, αλλά και στο γεγονός ότι 
τα υποστρώµατα που χρησιµοποιούνται για την ταυτοποίηση των βακτηριακών ειδών δεν 
είναι ειδικά σχεδιασµένα για την ταυτοποίηση των Αcinetobacter. Ειδικότερα, τα τρία 
κλινικά σηµαντικά µέλη του συµπλέγµατος A. calcoaceticus-A. baumannii complex δεν 
µπορούν να διαχωριστούν από τα ευρέως χρησιµοποιούµενα συστήµατα ταυτοποίησης. Στην 
πραγµατικότητα, τα είδη A. baumannii, A. pittii και A. nosocomialis έχουν τόσες πολλές 
οµοιότητες µεταξύ τους µε αποτέλεσµα να ταυτοποιούνται ως ενιαία οντότητα και 
συγκεκριµένα ως A. baumannii από τα συστήµατα αυτά. Ως εκ τούτου, θεωρείται σκόπιµο 
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κατά την αναφορά στα εν λόγω είδη να χρησιµοποιείται ο όρος A. baumannii group αντί για 
A. calcoaceticus-A. baumannii complex (14). 
Η αναγκαιότητα για την ταυτοποίηση των ειδών του γένους Αcinetobacter στα 
κλινικά εργαστήρια ρουτίνας έχει αµφισβητηθεί στο παρελθόν (14). Από κλινική άποψη, 
είναι οπωσδήποτε απαραίτητο να γίνεται διάκριση µεταξύ των ειδών του A. baumannii group 
και των Αcinetobacter που δεν ανήκουν στο A. baumannii group, καθώς τα πρώτα 
εµφανίζουν αντοχή σε πολλά αντιµικροβιακά και µπορεί να προκαλέσουν σοβαρές λοιµώξεις. 
Από την άλλη, πιο πρόσφατα δεδοµένα δείχνουν ότι και η ορθή αναγνώριση των διαφόρων 
ειδών εντός του A. baumannii group έχει µεγάλο ενδιαφέρον, διότι οι λοιµώξεις που 
προκαλούνται από αυτούς τους µικροοργανισµούς έχουν διαφορετική κλινική έκβαση 
ανάλογα µε το είδος και, ως εκ τούτου, απαιτούν διαφορετικές θεραπευτικές προσεγγίσεις 
και διαχείριση (70, 71). Τέλος, από ερευνητική σκοπιά η χρήση κατάλληλων µεθόδων για 
την ταυτοποίηση των ειδών του Αcinetobacter (συµπεριλαµβανοµένων κι εκείνων που 
απαρτίζουν το A. baumannii group) είναι απαραίτητη για τη διεύρυνση των γνώσεων µας 
σχετικά µε την επιδηµιολογία, την παθογένεια και τις κλινικές επιπτώσεις των διαφόρων 
ειδών. 
Μια αναδυόµενη και υποσχόµενη µέθοδος που χρησιµοποιείται, επίσης, στα 
µικροβιολογικά εργαστήρια ρουτίνας είναι η φασµατοµετρία µάζας και συγκεκριµένα η 
µέθοδος MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight mass 
spectrometry). Η µέθοδος βασίζεται στη µέτρηση µάζας µορίων που έχουν µετατραπεί σε 
θετικά ή αρνητικά φορτισµένα ιόντα. Για κάθε είδος δηµιουργείται ένα ειδικό φάσµα µάζας, 
το οποίο µπορεί να συγκριθεί µε µια ηλεκτρονική βάση δεδοµένων. Η µέθοδος επιτρέπει την 
ταυτοποίηση των ειδών σε λιγότερο από µία ώρα, αλλά απαιτεί ακριβό εξοπλισµό. Σύµφωνα 
µε πρόσφατες µελέτες, η MALDI-TOF MS είναι αξιόπιστη µέθοδος για την ταυτοποίηση 
των ειδών του A. baumannii group (72, 73). Ωστόσο, µία άλλη µελέτη έδειξε ότι η MALDI-
TOF MS απέτυχε να ταυτοποιήσει σωστά τα διάφορα είδη του γένους, εκτός από το A. 
baumannii, για το οποίο έδωσε καλά αποτελέσµατα (74). Ως εκ τούτου, περαιτέρω 
βελτιώσεις της βάσης δεδοµένων είναι απαραίτητες, καθώς και νέες µελέτες για την 
αξιολόγηση της απόδοσης, των πλεονεκτηµάτων και των περιορισµών της µεθόδου. 
 
2.2. Μοριακές τεχνικές 
 
Η µέθοδος αναφοράς για την ταυτοποίηση των ειδών του γένους Acinetobacter είναι ο 
υβριδισµός των νουκλεϊνικών οξέων (DNA-DNA hybridization) (22, 75), που βασίζεται στον 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 02:23:37 EEST - 137.108.70.13
	 19	
προσδιορισµό της θερµοκρασίας τήξεως του υβριδοποιηµένων συµπληρωµατικών αλυσίδων 
DNA. Ωστόσο, η µέθοδος είναι πολύ επίπονη και συνεπώς µη πρακτική για τη συνήθη 
ταυτοποίηση των ειδών σε επίπεδο ρουτίνας. 
Μέχρι σήµερα έχουν περιγραφεί διάφορες µέθοδοι για την ταυτοποίηση των 
Αcinetobacter σε επίπεδο είδους, οι οποίες βασίζoνται στην ανάλυση θραυσµάτων DNA. Σε 
αυτές περιλαµβάνονται η µελέτη πολλαπλασιασµένου ριβοσωµικού DNA µε τη χρήση 
ενζύµων περιορισµού (Amplified rDNA restriction analysis, ARDRA) (76), ο 
πολυµορφισµός µήκους ενισχυµένων θραυσµάτων (Αmplified fragment length 
polymorphism, AFLP) (49, 77), η ριβοτυπία (78), η ανάλυση αποτυπώµατος tRNA (tRNA 
spacer fingerprinting) (79) και η περιοριστική ανάλυση των διάµεσων νουκλεοτιδικών 
αλληλουχιών µεταξύ των γονιδίων 16S rDNA και 23S rDNA (restriction analysis of the 16S-
23S rRNA intergenic spacer sequences) (80). Μεταξύ αυτών, οι πιο ευρέως αποδεκτές 
µέθοδοι, οι οποίες θεωρούνται αξιόπιστες για την ταυτοποίηση όλων των ειδών του γένους 
είναι η ARDRA και η AFLP, αλλά η χρήση τους περιορίζεται επί του παρόντος σε λίγα 
εξειδικευµένα εργαστήρια αναφοράς. 
Επίσης, η αλληλούχιση αρκετών αλληλουχιών DNA έχει χρησιµοποιηθεί για την 
ταυτοποίηση των ειδών του γένους Acinetobacter. Σε αυτές περιλαµβάνονται η αλληλουχία 
16S rDNA (81), η αλληλουχία µεταξύ των γονιδίων που κωδικογραφούν για 16S rRNA και 
23S rRNA (82), η αλληλουχία του recA γονιδίου, το οποίο κωδικογραφεί τη ρεκοµπινάση Α 
(83), η αλληλουχία του gyrB γονιδίου που κωδικογραφεί για τη β-υποµονάδα της DNA 
γυράσης (84), η αλληλουχία του rpoB γονιδίου που κωδικογραφεί τη β-υποµονάδα της RNA 
πολυµεράσης (85) και η αλληλουχία του γονιδίου blaOXA-51-like (86). 
Μια απλή µέθοδος για να γίνει διάκριση µεταξύ των ειδών Α. baumannii, Α. 
calcoaceticus, Α. nosocomialis και Α. pittii είναι η πολυπλεκτική (multiplex) αλυσιδωτή 
αντίδραση πολυµεράσης (polymerase chain reaction, PCR) για το γονίδιο gyrB, η οποία 
προτάθηκε πρόσφατα από τον Higgins et al. (87, 88). Η µέθοδος βασίζεται στην ενίσχυση 
διακριτών τµηµάτων του γονιδίου gyrB µε τη βοήθεια ειδικών εκκινητών για τα 
συγκεκριµένα είδη, οπότε προκύπτουν συγκεκριµένα µεγέθη θραυσµάτων για κάθε είδος που 
επιτρέπουν τη διαφοροποίηση. 
Η ανάλυση ενός τµήµατος της αλληλουχίας του γονιδίου rpoB έχει βρεθεί ότι είναι 
µία πολύ αξιόπιστη και γρήγορη µέθοδος για την ταυτοποίηση των ειδών του γένους 
Acinetobacter, λόγω του πολυµορφισµού που εµφανίζει το γονίδιο αυτό (58, 85, 89). 
Ειδικότερα, ο La Scola et al. προσδιόρισαν δύο µεταβλητές περιοχές εντός του γονιδίου, οι 
οποίες πλαισιώνονται από συντηρηµένες αλληλουχίες (85). Η αλληλούχιση αυτών των 
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µεταβλητών περιοχών (350-450 bp) µπορεί να χρησιµοποιηθεί για τη διάκριση µεταξύ των 
ειδών Acinetobacter.  
Η ανίχνευση του γονιδίου blaOXA-51-like µε PCR έχει προταθεί από την Turton et al. ως 
µία εύκολη µέθοδος διαλογής (screening) για την ταυτοποίηση του A. baumannii (86). To 
γονίδιο κωδικογραφεί για την ΟΧΑ-51 οξακιλλινάση της τάξης D των β-λακταµασών, που 
θεωρείται ότι βρίσκεται ενδογενώς στο χρωµόσωµα όλων των A. baumannii κι άρα έχει 
εξαιρετική ειδικότητα για το είδος. Ωστόσο, σύµφωνα µε µεταγενέστερες µελέτες η µέθοδος 
παρουσίασε σε λίγες περιπτώσεις στελεχών ψευδώς θετικά ή αρνητικά αποτελέσµατα. 
Ειδικότερα, έχει αναφερθεί ότι η ανίχνευση του γονιδίου blaOXA-51-like δεν ήταν αξιόπιστη για 
την ταυτοποίηση του Α. baumannii, επειδή το γονίδιο µπορεί να διαταραχθεί από 
αλληλουχίες εισδοχής ISAba ή ότι το γονίδιο θα µπορούσε να αποκτηθεί από non-Α. 
baumannii στελέχη µέσω της οριζόντιας µεταφοράς (57, 90–92). Σε γενικές γραµµές όµως, η 
µέθοδος παράγει αξιόπιστα αποτελέσµατα και η ανίχνευση του γονιδίου blaOXA-51-like είναι 
θετική ή αρνητική στα στελέχη που έχουν αναγνωριστεί ως Α. baumannii ή non-Α. 
baumannii, αντίστοιχα, µε άλλες µοριακές µεθόδους, γεγονός που ενισχύει την αξία της 
µεθόδου ως δείκτη για την ταυτοποίηση του Α. baumannii (68, 72, 93). 
 
3. Η κλινική σηµασία του A. baumannii 
 
Η κλινική σηµασία του A. baumannii οφείλεται, ως επί το πλείστον, στην ικανότητά του να 
αποκτά εύκολα αντοχή σε διαφορετικές οµάδες αντιµικροβιακών ουσιών και να επιβιώνει 
για µεγάλο χρονικό διάστηµα σε ξηρές επιφάνειες (94), γεγονός που ενισχύει την παραµονή 
και τη διασπορά του στο νοσοκοµειακό περιβάλλον. Ως εκ τούτου, η Αµερικάνικη Εταιρεία 
Λοιµωδών Νοσηµάτων (IDSA) έχει συµπεριλάβει το A. baumannii στον κατάλογο των έξι 
ιδιαίτερα ανθεκτικών παθογόνων που ονοµάζεται οµάδα ESKAPE (ακρωνύµιο που 
αντιπροσωπεύει τα είδη Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella 
pneumoniae, A. baumannii, Pseudomonas aeruginosa και Enterobacter spp.) (95). 
Το Ευρωπαϊκό Κέντρο Πρόληψης και Ελέγχου Νοσηµάτων (ECDC) στη µελέτη του 
σηµειακού επιπολασµού των νοσοκοµειακών λοιµώξεων και της χρήσης αντιβιοτικών, η 
οποία διεξήχθηκε το 2011-2012, ανέφερε ότι το Acinetobacter spp. ήταν υπεύθυνο για το 
4,3% των µικροβιαιµιών και το 3,6% του συνόλου των νοσοκοµειακών λοιµώξεων (96). Η 
ποσοστιαία αναλογία της συµµετοχής του A. baumannii στις νοσοκοµειακές λοιµώξεις 
εµφάνισε µεγάλες διακυµάνσεις ανάλογα µε τη χώρα, µε την Ελλάδα να εµφανίζει το 
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υψηλότερο ποσοστό (16,8%). Σύµφωνα µε το εθνικό σχέδιο δράσης ‘‘Προκρούστης’’ για 
την επιτήρηση και τον έλεγχο διασποράς ανθεκτικών στις καρβαπενέµες Gram-αρνητικών 
παθογόνων (Klebsiella, Pseudomonas και Acinetobacter), το οποίο εφαρµόζεται από το 2010 
από το Κέντρο Ελέγχου & Πρόληψης Νοσηµάτων (ΚΕΕΛΠΝΟ), το Acinetobacter ήταν το 
δεύτερο σε συχνότητα παθογόνο µετά την Klebsiella που αποµονώθηκε από βακτηριαιµίες 
νοσηλευόµενων ασθενών, το 2013. Επίσης, δεδοµένα από το εθνικό δίκτυο µελέτης της 
µικροβιακής αντοχής [WHONET, (http://www.mednet.gr/whonet/)] σχετικά µε τα ποσοστά 
όλων των παθογόνων που αποµονώθηκαν από µικροβιαιµίες στις Ελληνικές ΜΕΘ, το 2014, 
κατέδειξαν ότι το A. baumannii κατέχει την πρώτη θέση µε ποσοστό 14,4%. 
To A. baumannii µπορεί να προκαλέσει σοβαρές λοιµώξεις, όπως πνευµονία, 
µικροβιαιµία, µηνιγγίτιδα, λοιµώξεις τραυµάτων και λοιµώξεις ουροποιητικού συστήµατος. 
Ωστόσο, ο αποικισµός είναι γενικά πιο συχνός από τη λοίµωξη (14, 56), αν και η 
διαφοροποίηση µεταξύ αυτών των δύο καταστάσεων µπορεί να είναι δύσκολη σε βαρέως 
πάσχοντες ασθενείς. Ο βαθµός που ο οργανισµός συµβάλλει στη θνητότητα των λοιµώξεων 
αποτελεί ερώτηµα που συνεχώς απασχολεί την επιστηµονική κοινότητα (97). Σε γενικές 
γραµµές, τα ποσοστά νοσηρότητας, θνητότητας και θνησιµότητας διαφέρουν σηµαντικά στη 
βιβλιογραφία. 
Ο ασθενείς υψηλού κινδύνου για την απόκτηση A. baumannii είναι οι σοβαρά 
πάσχοντες, οι οποίοι νοσοσηλεύονται στη ΜΕΘ, στις µονάδες εγκαυµάτων και στις µονάδες 
φροντίδας νεογνών. Επίσης, τα τελευταία χρόνια έχει προκύψει µια ειδική κατηγορία, η 
οποία περιλαµβάνει ασθενείς µε σοβαρά τραύµατα, όπως τραυµατίες κατά τη διάρκεια 
πολέµων (98, 99) ή φυσικών καταστροφών (100), που είναι ιδιαίτερα ευάλωτοι σε λοιµώξεις 
από πολυανθεκτικά A. baumannii.  
 
4. Μοριακές µέθοδοι για την επιδηµιολογική τυποποίηση του A. baumannii 
 
Διάφορες µέθοδοι µοριακής τυποποίησης έχουν χρησιµοποιηθεί για την επιδηµιολογική 
διερεύνηση της κλωνικότητας των στελεχών A. baumannii σε τοπικό, εθνικό και παγκόσµιο 
επίπεδο. Οι πιο συνηθισµένες µέθοδοι, οι οποίες χρησιµοποιούνται σήµερα για τη 
γονοτύπηση των στελεχών A. baumannii είναι η ηλεκτροφόρηση σε παλλόµενο ηλεκτρικό 
πεδίο (Pulsed field gel electrophoresis, PFGE), η AFLP, η µελέτη του πολυµορφισµού 
διαδοχικών επαναλαµβανόµενων αλληλουχιών του γονιδιώµατος (Multilocus variable 
number tandem repeat analysis, MLVA), η τυποποίηση µε αλληλούχιση πολλαπλών 
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γενετικών τόπων (Multilocus sequence typing, MLST), διάφορες άλλες µέθοδοι που 
βασίζονται στην PCR και την ανάλυση της αλληλουχίας (PCR-based and sequence-based 
methods) και η ανάλυση ολόκληρου του γονιδιώµατος (Whole-genome sequencing, WGS) 
(101). Οι µέθοδοι αυτές περιγράφονται στη συνέχεια, δίνοντας έµφαση κυρίως σε εκείνες 
που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα διατριβή. 
 
4.1. Μέθοδοι αποτυπωµάτων DNA (DNA fingerprinting methods)  
 
Παρά την εµφάνιση νέων µεθόδων που βασίζονται στην αλληλούχιση, η PFGE εξακολουθεί 
να θεωρείται ο χρυσός κανόνας για τις επιδηµιολογικές έρευνες των στελεχών A. baumannii 
(101). Η µέθοδος χρησιµοποιείται, κυρίως, για την ανάλυση των επιδηµιών και την 
επιδηµιολογική διερεύνηση σε τοπικό επίπεδο (π.χ. νοσοκοµείο) και σε καθορισµένο χρονικό 
διάστηµα, ενώ αποτελεί σηµαντικό συµπληρωµατικό εργαλείο για την επιδηµιολογική 
διερεύνηση µεγάλης κλίµακας. Με τη µέθοδο αυτή το γονιδιωµατικό DNA κόβεται µε ένα 
ένζυµο περιορισµού σε σπάνιες θέσεις, µε αποτέλεσµα να προκύπτουν σχετικά µεγάλα 
θραύσµατα, τα οποία στη συνέχεια διαχωρίζονται µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγορόζης µε 
περιοδική εναλλαγή της γωνίας της κατεύθυνσης του ηλεκτρικού πεδίου. Η τεχνική επιτρέπει 
το διαχωρισµό µεγάλων θραυσµάτων έως και 1000 kb. Η επιλογή των ενζύµων περιορισµού 
αποτελεί βασικό παράγοντα στη διαδικασία της PFGE, καθώς µπορεί να επηρεάσει την 
ποιότητα των αποτελεσµάτων, την ανάλυση και την επαναληψιµότητα (102). Τα πιο ευρέως 
χρησιµοποιούµενα ένζυµα περιορισµού είναι το ApaI (103, 104) και ακολουθεί το SmaI 
(105). Σε γενικές γραµµές, τα αποτελέσµατα της PFGE που προκύπτουν µε τα ένζυµα SmaI 
και ApaI είναι σύµφωνα, αν και το SmaI δείχνει ελαφρώς χαµηλότερη διακριτική ικανότητα 
από εκείνη του ApaΙ (106, 107). Για την αξιολόγηση των αποτελεσµάτων της PFGE έχουν 
θεσπιστεί κριτήρια από τον Tenover et al. (108) µε τη βοήθεια των οποίων γίνεται σύγκριση 
των διαφορών των ηλεκτροφορητικών προτύπων των στελεχών. Τα στελέχη θεωρούνται ότι 
συνδέονται επιδηµιολογικά εάν ο αριθµός των διαφορών στις ζώνες (µπάντες) των 
ηλεκτροφορητικών προτύπων είναι ≤ 6. Η σύγκριση των προφίλ PFGE µπορεί να γίνει και 
µε ψηφιακή, ηλεκτρονική ανάλυση. Το πλεονέκτηµα της µεθόδου είναι η υψηλή διακριτική 
ικανότητα, ενώ τα µειονεκτήµατά της ότι είναι ακριβή, πολύπλοκη και χρονοβόρα. Επίσης, 
υπάρχουν πολλά διαφορετικά πρωτόκολλα για την ανάλυση των A. baumannii µε PFGE, 
γεγονός που παρεµποδίζει τις διεργαστηριακές συγκρίσεις. Σε µια πολυκεντρική µελέτη, 
στην οποία διερευνήθηκε η ενδο- και διεργαστηριακή επαναληψιµότητα στελεχών Α. 
baumannii χρησιµοποιώντας µια αυστηρή διαδικασία προτύπωσης PFGE µε περιοριστικό 
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ένζυµο ApaΙ, η ενδοεργαστηριακή επαναληψιµότητα ήταν 95%, ενώ η διεργαστηριακή 
αναπαραγωγιµότητα 87% (103). 
Άλλες µέθοδοι τυποποίησης που µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την 
επιδηµιολογική διερεύνηση ευρείας κλίµακας είναι η MLVA και η AFLP. Η MLVA είναι 
µέθοδος τυποποίησης υψηλής ανάλυσης που µελετά πολυµορφισµούς επαναλαµβανόµενων 
χρωµοσωµικών αλληλουχιών, ενώ η AFLP βασίζεται στην ανάλυση του αποτυπώµατος του 
DNA που προκύπτει από επιλεκτικό πολλαπλασιασµό µε ειδικούς εκκινητές µετά από 
κατατεµαχισµό ολόκληρου του γονιδιώµατος σε ειδικές θέσεις (109–112). Οι τελευταίες 
µέθοδοι είναι τεχνικά πιο απαιτητικές και δαπανηρές σε σχέση µε την PFGE και η σύγκριση 
των αποτελεσµάτων µεταξύ των εργαστηρίων δύσκολη. Ωστόσο, η ανάλυση AFLP έχει 
υιοθετηθεί ως µέθοδος αναφοράς για την αναγνώριση των κύριων επιδηµικών κλώνων A. 
baumannii, οι οποίοι αρχικά ονοµάστηκαν Ευρωπαϊκοί κλώνοι (EU) I, ΙΙ, III, αλλά πλέον 
θεωρούνται ως διεθνείς κλώνοι (International clones, ICs) I, ΙΙ, III (ή εναλλακτικά 1, 2, 3)  
(56, 109). 
 
4.2. Μέθοδοι που βασίζονται στην PCR και την ανάλυση της αλληλουχίας  
 
Οι µέθοδοι τυποποίησης που βασίζονται στην PCR και την ανάλυση της νουκλεοτιδικής 
αλληλουχίας είναι πλέον οι πιο συχνά χρησιµοποιούµενες και θεωρούνται κατάλληλες για τη 
φυλογενετική ανάλυση των στελεχών A. baumannii και για µεγάλης κλίµακας 
επιδηµιολογικές µελέτες.  
Η µέθοδος τυποποίησης DiversiLab™ είναι µια αυτοµατοποιηµένη τεχνική, η οποία 
βασίζεται στην ενίσχυση διάσπαρτων εξωγονιδιακών επαναληπτικών αλληλουχιών του 
γονιδιώµατος µε PCR (repetitive extragenic palindromic PCR, rep-PCR). Η µέθοδος είναι σε 
θέση να εντοπίσει οκτώ διαφορετικούς κλώνους µε παγκόσµια κατανοµή, 
συµπεριλαµβανοµένων και των διεθνών κλώνων Ι-ΙΙΙ (113, 114).  
Μέθοδοι που βασίζονται στην ενίσχυση ενός γενετικού τόπου, όπως των γονιδίων 
rpoB (89), gyrB (88) ή blaOXA-51-like (115), και την ακόλουθη ανάλυση της αλληλουχίας έχουν 
επίσης χρησιµοποιηθεί για επιδηµιολογικές µελέτες µεγάλης κλίµακας.  
Το γονίδιο blaOXA-51-like είναι µία ενδογενής β-λακταµάση τάξης D, η οποία 
φυσιολογικά υπάρχει στο χρωµόσωµα όλων των στελεχών Α. baumannii (116). Μετά την 
πρώτη ανίχνευση του γονιδίου αυτού εντοπίστηκαν διάφορες παραλλαγές του µε αποτέλεσµα 
να σχηµατιστεί µία ευρεία οµάδα β-λακταµασών, η οποία περιλαµβάνει σύµφωνα µε 
πρόσφατη µελέτη 95 ένζυµα (117). Η αρχική και παράλληλα πιο σηµαντική εφαρµογή του 
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γονιδίου blaOXA-51-like είναι η χρήση του στη µοριακή ταυτοποίηση του A. baumannii σε 
επίπεδο είδους µε την απλή ανίχνευσή του µε PCR (86). Μεταγενέστερα, διάφορες µελέτες 
ερεύνησαν τη χρησιµότητα της αλληλούχισης του blaOXA-51-like στην τυποποίηση (blaOXA-51-
like sequence-based typing, SBT). Ο Evans et al. (118) ανέλυσαν 60 στελέχη A. baumannii 
που συλλέχθηκαν από διάφορα νοσοκοµεία σε όλο τον κόσµο µε τις τεχνικές PFGE, 3LST 
(Trilocus sequence-based typing) και SBT. Αυτό που βρέθηκε ήταν ότι η πλειοψηφία των 
στελεχών που ανήκαν στους Ευρωπαϊκούς κλώνους Ι, II και III έφεραν τα ένζυµα OXA-69, 
OXA-66 και OXA-71, αντίστοιχα. Επίσης, ο Hamouda et al. (115) ανέφεραν καλή 
συσχέτιση µεταξύ των αποτελεσµάτων των µεθόδων MLST (σχήµα Oxford) και SBT, αν και 
η PFGE εµφάνισε µεγαλύτερη διακριτική ικανότητα σε σχέση µε τις δύο προηγούµενες 
µεθόδους. Έτσι λοιπόν προτάθηκε για την επιδηµιολογική διερεύνηση των στελεχών A. 
baumannii, αρχικά να χρησιµοποιείται η αλληλούχιση του blaOXA-51-like σαν µέθοδος 
διαλογής για την ταξινόµηση των στελεχών στους τρεις Ευρωπαϊκούς κλώνους κι έπειτα να 
ακολουθεί η ανάλυση µε MLST. Στη συνέχεια, η κλωνική συγγένεια των στελεχών που 
ανήκουν στον ίδιο κλώνο µπορεί να διερευνηθεί µε τη βοήθεια της µεθόδου PFGE. Ακόµη, 
σύµφωνα µε µία άλλη µελέτη παρατηρήθηκε στενή συσχέτιση µεταξύ του γονιδίου blaOXA-51-
like και των οκτώ διεθνών κλώνων που προσδιορίστηκαν µε τη µέθοδο rep-PCR (DiversiLab) 
(114). Ο Pournaras et al. (119) αξιολόγησαν την ικανότητα του σχήµατος SBT να σχετίζεται 
µε τους ST (sequence type) τύπους που προέκυψαν από την ανάλυση µε τη µέθοδο MLST 
(σχήµα Pasteur) σε 585 πολυανθεκτικά στελέχη A. baumannii. Όλα τα στελέχη 
τυποποιήθηκαν σωστά και ταξινοµήθηκαν στους αντίστοιχους ST τύπους και τα κλωνικά 
συµπλέγµατα (Clonal Complexes, CCS). Οι ερευνητές κατέληξαν ότι η µέθοδος τυποποίησης 
SBT είναι πολύ χρήσιµη για την ταξινόµηση των στελεχών A. baumannii στους κατάλληλους 
κλώνους, δεδοµένου ότι είναι γρήγορη, εύκολη και φθηνή. 
Το σχήµα 3LST περιλαµβάνει την ενίσχυση και αλληλούχιση τριών πολυµορφικών 
γενετικών τόπων, που βρίσκονται υπό εξελικτική πίεση επιλογής. Έτσι, η µέθοδος προσφέρει 
περισσότερες πληροφορίες στη διερεύνηση επιδηµιών σε σχέση µε την MLST, η οποία 
µελετά γενετικώς σταθερά, ‘‘housekeeping’’ γονίδια. Τα γονίδια που µελετιούνται είναι το 
ompA (κωδικογραφεί την εξωτερική µεµβρανική πρωτεΐνη Α), το csuE (τµήµα του csu 
οπερονίου που σχετίζεται µε τη συναρµολόγηση ινιδίων και τη δηµιουργία βιοµεµβράνης) 
και το blaOXA-51-like. Η µέθοδος έχει συχνά χρησιµοποιηθεί για την τυποποίηση επιδηµικών 
στελεχών Α. baumannii, τα οποία ταξινοµούνται σε έξι διαφορετικά sequence groups (SGs) 
1–6 που αντιστοιχούν στους προσδιοριζόµενους µε άλλες µεθόδους διεθνείς κλώνους (120–
122). Η βάση δεδοµένων αυτού του σχήµατος τυποποίησης για το A. baumannii βρίσκεται 
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στον ιστότοπο www.hpa-bioinformatics.org.uk/AB/home.php. 
Προκειµένου να ξεπεραστεί ο περιορισµός της έλλειψης ειδικού εξοπλισµού για την 
αλληλούχιση στα διάφορα εργαστήρια, δύο multiplex PCRs έχουν σχεδιαστεί για την ταχεία 
ταυτοποίηση των τριών διεθνών κλώνων. Η µέθοδος περιλαµβάνει δύο οµάδες εκκινητών 
PCR (οµάδα 1 και 2 ή group 1 και 2) για την επιλεκτική ενίσχυση των γονιδίων ompA, csuE 
και blaOXA-51-like. H τεχνική αυτή επιτρέπει τον ταχύ διαχωρισµό των στελεχών στις οµάδες 
(sequence groups, GS) 1-3 και 6 (120, 122) και µπορεί να χρησιµοποιηθεί σαν µέθοδος 
διαλογής για την προκαταρκτική τυποποίηση στις επιδηµιολογικές µελέτες. Έτσι, όλα τα 
στελέχη που ανήκουν στον διεθνή κλώνο ΙΙ ή G1 χαρακτηρίζονται από την ενίσχυση των 
θραυσµάτων των τριών τόπων της οµάδας 1 PCR, αλλά όχι της οµάδας 2. Τα στελέχη που 
ανήκουν στον διεθνή κλώνο Ι ή G2 εµφανίζουν τα θραύσµατα των τριών τόπων της οµάδας 2 
PCR, αλλά όχι της οµάδας 1. Τα στελέχη του διεθνούς κλώνου III ή G3 φέρουν τα 
θραύσµατα csuE και blaOXA-51-like της οµάδας 1 και το ompA της οµάδας 2 PCR (120). Σε 
γενικές γραµµές, η µέθοδος παράγει σύµφωνα αποτελέσµατα µε αυτά άλλων τεχνικών και 
ειδικά µε την MLST, αλλά έχει µικρότερη διακριτική ικανότητα από την PFGE (123). 
Η µέθοδος MLST είναι µία από τις πιο επιτυχηµένες και ευρέως αποδεκτές τεχνικές 
τυποποίησης, η οποία αποτελεί πρότυπο (‘‘gold standard’’) για την πληθυσµιακή ανάλυση 
και την επιδηµιολογική διερεύνηση ενός ευρέος φάσµατος βακτηρίων σε παγκόσµιο επίπεδο. 
Η µέθοδος συγκρίνει τις αλληλουχίες εσωτερικών τµηµάτων επτά γονιδίων του βασικού 
µεταβολισµού (housekeeping genes) που βρίσκονται σε όλα τα στελέχη Acinetobacter. Τα 
γονίδια που παρουσιάζουν έστω και µία διαφορά στην αλληλουχία τους θεωρούνται 
διαφορετικά αλλήλια. Κάθε στέλεχος διαθέτει ένα συνδυασµό επτά αλληλίων (allelic profil, 
αλληλικό προφίλ) και κατατάσσεται σε ένα ST τύπο. Oι ST τύποι που διαφέρουν σε ένα από 
τα επτά γονίδια θεωρούνται Single Locus Variants (SLV), ενώ οι τύποι που διαφέρουν σε 
δύο γονίδια θεωρούνται Double Locus Variants (DLV). Τα στελέχη που έχουν όµοια 
τουλάχιστον πέντε από τα επτά αλλήλια οµαδοποιούνται στο ίδιο κλωνικό σύµπλεγµα 
(Clonal Complex, CC). 
Για τα Acinetobacter υπάρχουν δύο σχήµατα MLST, τα οποία έχουν την ικανότητα 
να τυποποιούν τόσο τα στελέχη A. baumannii όσο και τα non-A.baumannii:  το σχήµα 
Oxford και το σχήµα του Ινστιτούτου Pasteur (124–126) που µελετούν τρεις κοινούς 
γενετικούς τόπους. Οι βάσεις δεδοµένων MLST και των δύο σχηµάτων διατίθενται στον 
ιστότοπο http://pubmlst.org/abaumannii/. Το σχήµα Oxford αρχικά περιγράφηκε από τον 
Bartual et al. (MLSTB) (124) και στη συνέχεια τροποποιήθηκε από τον Wisplinghoff et al. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 02:23:37 EEST - 137.108.70.13
	 26	
(125). Βασίζεται στον πολλαπλασιασµό και αλληλούχιση των γονιδίων gltA, gyrB, gdhB, 
recA, cpn60, gpi και rpoD. Σήµερα, στη βάση δεδοµένων της MLSTB περιλαµβάνονται 1475 
διακριτοί ST τύποι στελεχών Acinetobacter. Πιο πρόσφατα, περιγράφηκε από τον Diancourt 
et al. (126) το σχήµα MLST του ινστιτούτου Pasteur (MLSTP), το οποίο βασίζεται στην 
αλληλούχιση των γονιδίων cpn60, fusA, gltA, pyrG, recA, rplB και rpoB.  Επί του παρόντος, 
η βάση δεδοµένων MLSTP περιλαµβάνει 950 διαφορετικούς ST τύπους Acinetobacter. 
Σύµφωνα µε τη βιβλιογραφία, συνήθως υπάρχει συµφωνία µεταξύ των δύο σχηµάτων, αν και 
γενικά οι δηµοσιεύσεις που µελετούν και τα δύο σχήµατα είναι περιορισµένες (127–129). 
Επιπλέον, µια δηµοσίευση έδειξε ότι το σχήµα Oxford αδυνατεί να τυποποιήσει µερικά 
στελέχη, λόγω του ανασυνδυασµού που λαµβάνει χώρα στα γονίδια gyrB και gpi και 
εποµένως τα γονίδια αυτά είναι ακατάλληλα για φυλογενετικές µελέτες (115). Από την άλλη 
πλευρά, µια πολύ πρόσφατη µελέτη του 2016 έδειξε ότι και τα δύο σχήµατα MLST είναι 
πολύτιµα εργαλεία για πληθυσµιακές µελέτες. Όπως ανέφεραν οι συγγραφείς, το σχήµα 
Oxford εµφανίζει υψηλότερη διακριτική ικανότητα που οφείλεται, κυρίως, στα γονίδια gyrB 
και gpi και άρα θα µπορούσε να βοηθήσει στην ανάλυση επιδηµιών σε τοπικό επίπεδο, σε 
αντίθεση µε το σχήµα Pasteur (130). 
Μια νεότερη τεχνική που θεωρείται παραλλαγή της MLST είναι η PCR/ESI-MS 
(Multilocus PCR/electrospray ionization mass spectrometry). Βασίζεται στην ίδια αρχή µε 
την MLST, δηλαδή στον πολλαπλασιασµό πολλαπλών γενετικών τόπων µε PCR, µε τη 
διαφορά ότι η ανάλυση των προϊόντων εκτελείται µε φασµατοµετρία µάζας αντί της 
παραδοσιακής αλληλούχισης. Η µέθοδος δεν χρησιµοποιείται ακόµη ευρέως, πιθανότατα 
λόγω του ειδικού και δαπανηρού εξοπλισµού που απαιτεί (131, 132). 
 
4.3. Ανάλυση αλληλούχισης ολόκληρου του γονιδιώµατος 
 
Τα τελευταία χρόνια, µε την εισαγωγή των νέων τεχνολογιών αλληλούχισης υψηλής 
απόδοσης οι αλληλουχίες γονιδιωµάτων πολλών στελεχών Α. baumanii, 
συµπεριλαµβανοµένων και των διεθνών επιδηµικών κλώνων, έχουν αναλυθεί. Σε αντίθεση 
µε τις παραδοσιακές µεθόδους τυποποίησης, το WGS µπορεί να αποκρυπτογραφήσει όλες τις 
πληροφορίες που υπάρχουν στο βακτηριακό γονιδίωµα και έτσι µπορεί να εφαρµοστεί σε 
τοπικές επιδηµίες, παγκόσµιας κλίµακας επιδηµιολογικές µελέτες και πληθυσµιακές µελέτες 
(133–135). Το WGS µπορεί να ανιχνεύσει γενετικές αλλαγές µεταξύ πολύ συγγενικών 
στελεχών, όπως είναι οι νουκλεοτιδικοί πολυµορφισµοί (SNPs) και οι ενθέσεις ή ελλείψεις 
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(INDEL), που προκαλούνται από την πίεση επιλογής των αντιβιοτικών. Επιπλέον, παρέχει τη 
δυνατότητα να διερευνηθούν και να εντοπιστούν χρήσιµα γονίδια στο βακτηριακό γονιδίωµα, 
όπως γονίδια αντοχής συµπεριλαµβανοµένων και των νησιδίων αντοχής, γονίδια που 
σχετίζονται µε την παθογονικότητα και επιπλέον άλλες αλληλουχίες του γονιδιώµατος που 
ενδεχοµένως µπορούν να εξηγήσουν την εκδήλωση διαφόρων φαινοτύπων (136–138). 
Ακόµη, οι µελέτες που χρησιµοποιούν την προσέγγιση WGS παρέχουν νέες γνώσεις που 
βοηθούν στην κατανόηση της δυναµικής των επιδηµιών στο νοσοκοµειακό περιβάλλον. Έτσι 
µπορούµε να αντλήσουµε χρήσιµες πληροφορίες για το παθογόνο αίτιο και τις συνθήκες που 
ευνοούν την ανάδυσή του µέσα στο νοσοκοµείο, καθώς και την πιθανή πηγή και την πορεία 
µετάδοσης της επιδηµίας. Άλλα ερωτήµατα που µπορούν να απαντηθούν σχετίζονται µε το 
µηχανισµό που ευνοεί τη διασπορά του παθογόνου, αν δηλαδή πρόκειται για οριζόντια 
µεταφορά γονιδίων, ανασυνδυασµό ή µετάλλαξη και πώς συγκεκριµένα γονίδια αντοχής 
εξελίσσονται κατά τη διάρκεια της επιδηµίας (134, 135). Έτσι, η καλύτερη κατανόηση της 
εξέλιξης ενός παθογόνου µπορεί να χρησιµεύσει στη διάγνωση, τη θεραπεία και να βoηθήσει 
στην άµεση εφαρµογή µέτρων ελέγχου και πρόληψης των λοιµώξεων. 
Σήµερα, η διαθεσιµότητα των τεχνικών αλληλούχισης νέας γενιάς στο εργαστήριο 
είναι ακόµη περιορισµένη, λόγω του υψηλού κόστους. Ωστόσο, οι επιστήµονες πιστεύουν 
ότι η τεχνική WGS θα αποτελέσει τον ‘‘χρυσό κανόνα’’ και την κύρια µέθοδο τυποποίησης 
στο άµεσο µέλλον.  
 
5. Έλεγχος ευαισθησίας του A. baumannii στα αντιµικροβιακά  
 
5.1. Όρια ευαισθησίας στα αντιµικροβιακά 
 
Αξίζει να σηµειωθεί ότι οι µεγάλοι οργανισµοί που καθορίζουν τα κλινικά όρια ευαισθησίας, 
όπως το Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) και η European Committee on 
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), έχουν διαφορετικά όρια ευαισθησίας για 
αρκετά αντιβιοτικά που χρησιµοποιούνται στη θεραπεία των λοιµώξεων από το Α. baumannii 
(όπως φθοριοκινολόνες, αµινογλυκοσίδες και δοριπενέµη). Επί του παρόντος, η EUCAST 
παρέχει όρια ευαισθησίας στα Acinetobacter spp. για καρβαπενέµες (δοριπενέµη, ιµιπενέµη, 
µεροπενέµη), φθοριοκινολόνες (σιπροφλοξασίνη, λεβοφλοξασίνη), αµινογλυκοσίδες 
(αµικασίνη, γενταµικίνη, νετιλµικίνη, τοµπραµυκίνη), κολιστίνη και τριµεθοπρίµη/ 
σουλφαµεθοξαζόλη (κοτριµοξαζόλη) (139). Το CLSI παρέχει επιπλέον όρια ευαισθησίας για 
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πενικιλίνες (αµπικιλλίνη/σουλµπακτάµη, πιπερακιλλίνη, πιπερακιλλίνη/ταζοµπακτάµη, 
τικαρκιλλίνη/κλαβουλανικό οξύ), κεφαλοσπορίνες (κεφταζιδίµη, κεφεπίµη, κεφοταξίµη, 
κεφτριαξόνη) και τετρακυκλίνες (τετρακυκλίνη, δοξυκυκλίνη, µινοκυκλίνη) (140). Επίσης, 
ούτε η EUCAST, ούτε το CLSI ή ο Οργανισµός Ελέγχου Φαρµάκων και Τροφίµων των 
ΗΠΑ (U.S. FDA) έχουν θεσπίσει όρια ευαισθησίας για την τιγεκυκλίνη έναντι του A. 
baumannii. 
 
5.2. Μέθοδοι ελέγχου της ευαισθησίας και ερµηνεία του αντιβιογράµµατος  
 
Ο αξιόπιστος έλεγχος ευαισθησίας στα διάφορα αντιβιοτικά στα κλινικά µικροβιολογικά 
εργαστήρια έχει µεγάλη σηµασία για την επιλογή της κατάλληλης θεραπευτικής αγωγής από 
τους κλινικούς ιατρούς και την αντιµετώπιση των λοιµώξεων από στελέχη Acinetobacter spp. 
H EUCAST προτείνει ο έλεγχος της ευαισθησίας έναντι των Acinetobacter spp. να γίνεται µε 
τη µέθοδο διάχυσης των δίσκων σε άγαρ (disk diffusion, DD), εκτός από την κολιστίνη για 
την οποία απαιτείται η χρήση µίας µεθόδου που βασίζεται στον προσδιορισµό της ελάχιστης 
ανασταλτικής συγκέντρωσης (Minimal Inhibitory Concentration, MIC). Σύµφωνα µε το 
CLSI oι πρoτυποποιηµένες µέθοδοι που µπορούν να χρησιµοποιηθούν για τον έλεγχο της 
ευαισθησίας των αντιµικροβιακών ουσιών έναντι των διαφόρων ειδών του Acinetobacter 
είναι η µέθοδος DD, η µέθοδος µικροαραιώσεων σε ζωµό (broth microdilution, BMD) και η 
µέθοδος αραιώσεων σε άγαρ (agar dilution, AD). Ωστόσο, θα πρέπει να τονιστεί ότι η 
ερµηνεία του αντιβιογράµµατος είναι δύσκολη, ενώ δεν υπάρχει πλήρης συµφωνία µεταξύ 
των αποτελεσµάτων των διαφόρων µεθόδων, ακόµη και µεταξύ των πρότυπων. Όταν ο 
Swenson et al. αξιολόγησαν τη µέθοδο DD χρησιµοποιώντας ως µέθοδο αναφοράς την BMD, 
εντόπισαν σηµαντικά προβλήµατα στον έλεγχο των β-λακταµών (141). Έτσι για παράδειγµα, 
κατά τον προσδιορισµό των MICs σε ζωµό, µπορεί να παρατηρηθεί ανάπτυξη πολύ µικρών 
αποικιών σε συγκεντρώσεις υψηλότερες από αυτή που αντιστοιχεί στο πρώτο βοθρίο µε 
προφανή αναστολή της ανάπτυξης, γεγονός που δυσχεραίνει την τελική εκτίµηση της MIC. 
Επίσης, η µέθοδος DD  παρήγαγε ψευδώς ευαίσθητα αποτελέσµατα σε σχέση µε τη µέθοδο 
BMD για τα αντιβιοτικά αµπικιλλίνη/σουλµπακτάµη, πιπερακιλλίνη, πιπερακιλλίνη/ταζο- 
µπακτάµη, τικαρκιλλίνη/κλαβουλανικό, κεφταζιδίµη και κεφεπίµη, ενώ παρατηρήθηκαν 
σηµαντικές διεργαστηριακές διακυµάνσεις, ιδιαίτερα για την κεφεπίµη. Τέλος, δεν 
παρατηρήθηκαν προβλήµατα µε τη µέθοδο DD για τις καρβαπενέµες, τις αµινογλυκοσίδες, 
τις φθοριοκινολόνες και την κοτριµοξαζόλη. 
Ο προσδιορισµός των MICs σε επίπεδο ρουτίνας στα µικροβιολογικά εργαστήρια 
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βασίζεται κυρίως σε εµπορικές µεθόδους, όπως η µέθοδος κλιµακωτής διάχυσης (gradient 
diffusion) µε ταινίες διαβαθµισµένης συγκέντρωσης αντιβιοτικού [π.χ. Εtest (bioMérieux)] 
και τα αυτοµατοποιηµένα συστήµατα (π.χ. Vitek 2, BD Phoenix, Microscan). Τα συστήµατα 
αυτά που εφαρµόζουν παραλλαγές της µεθόδου µικροαραιώσεων σε ζωµό χρησιµοποιούνται 
από την πλειοψηφία των µικροβιολογικών εργαστηρίων λόγω της αποτελεσµατικότητας και 
της ευκολίας στη χρήση τους (142). Ωστόσο, η απόδοση των παραπάνω µεθόδων δεν έχει 
αξιολογηθεί πλήρως. Στη συνέχεια, θα περιγραφούν τα πλεονεκτήµατα και τα προβλήµατα 
που παρουσιάζουν οι διάφορες µέθοδοι ελέγχου της ευαισθησίας σε σηµαντικά αντιβιοτικά 
για τη θεραπεία του A. baumannii, όπως η αµπικιλλίνη/σουλµπακτάµη, οι καρβαπενέµες, η 
κολιστίνη και η τιγεκυκλίνη/µινοκυκλίνη.  
Αµπικιλλίνη/σουλµπακτάµη. Η αµπικιλλίνη/σουλµπακτάµη έχει κλινικά σηµαντική 
ενδογενή δράση έναντι του A. baumannii που οφείλεται στη δράση της σουλµπακτάµης. Επί 
του παρόντος, δεν υπάρχει προτυποποιηµένη µέθοδος προσδιορισµού της ευαισθησίας της, 
ενώ όρια ευαισθησίας έχουν θεσπιστεί µόνο από το CLSI. Το Etest έχει βρεθεί ότι αποδίδει 
χαµηλότερες MICs από τη µέθοδο ΑD και συχνά είναι δύσκολη η αξιολόγησή του (143), ενώ 
η µέθοδος DD πρέπει να αποφεύγεται. Ο έλεγχος ευαισθησίας µε τα αυτόµατα µηχανήµατα 
δεν έχει αξιολογηθεί. 
Καρβαπενέµες. Όσον αφορά στις καρβαπενέµες, το 2014 το CLSI αναθεώρησε τα όρια 
ευαισθησίας για την ιµιπενέµη και τη µεροπενέµη, οπότε υπάρχει πλέον σε µεγάλο βαθµό 
συναίνεση µεταξύ της EUCAST και του CLSI για τα Acinetobacter spp. (144). Για τη 
δοριπενέµη, όµως, εξακολουθεί να υπάρχει διαφορά στα όρια ευαισθησίας µεταξύ της 
EUCAST και του CLSI. Αρκετές µελέτες έχουν αναφερθεί σε σηµαντικά ποσοστά 
σφαλµάτων που προκύπτουν κατά τον προσδιορισµό της ευαισθησίας στις καρβαπενέµες 
έναντι των στελεχών Acinetobacter µε τα αυτοµατοποιηµένα µηχανήµατα. Σε γενικές 
γραµµές όµως, τα προβλήµατα αυτά αφορούν κυρίως το Microscan, για το οποίο έχουν 
αναφερθεί υψηλά ποσοστά ψευδώς ευαίσθητων στελεχών (145–148). Έτσι λοιπόν, ο Kulah 
et al. συνέστησαν στα κλινικά εργαστήρια που χρησιµοποιούν το σύστηµα MicroScan να 
επικυρώνουν την ευαισθησία στην ιµιπενέµη µε τη χρήση µιας δεύτερης ανεξάρτητης 
µεθόδου (όπως το Etest) (145). Ωστόσο, πιο αξιόπιστη µέθοδος για τον έλεγχο της 
ευαισθησίας των καρβαπενεµών θεωρείται το Εtest, όπως και η µέθοδος διάχυσης των 
δίσκων που αναφέρθηκε νωρίτερα. Μάλιστα, µε τις µεθόδους διάχυσης αναδεικνύεται 
αποτελεσµατικά η ετερογενής αντοχή, δηλαδή η ανάπτυξη αποικιών εντός της άλω 
αναστολής της ανάπτυξης γύρω από τους δίσκους ή τις ταινίες των καρβαπενεµών, ένα 
φαινόµενο που παρατηρείται συχνά στο A. baumannii. 
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Κολιστίνη. Ο έλεγχος ευαισθησίας της κολιστίνης αποτελεί µία πρόκληση, λόγω των 
φυσικοχηµικών της ιδιοτήτων. Η µέθοδος DD θεωρείται αναξιόπιστη για την ανίχνευση της 
αντοχής στην κολιστίνη και δεν πρέπει να χρησιµοποιείται. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι η 
κολιστίνη είναι µεγάλο, αµφιπολικό µόριο και δεν διαχέεται καλά στο άγαρ, µε αποτέλεσµα 
να προκύπτουν µικρές ζώνες αναστολής της ανάπτυξης γύρω από τα δισκία (149–151). 
Επιπλέον, ούτε το CLSI, ούτε η EUCAST έχουν θεσπίσει όρια ευαισθησίας για τη µέθοδο 
DD έναντι του Acinetobacter spp. Έτσι λοιπόν, ο έλεγχος της ευαισθησίας στην κολιστίνη 
πρέπει να βασίζεται σε µία µέθοδο προσδιορισµού της MIC. Επί του παρόντος, οι διαθέσιµες 
µέθοδοι για τον σκοπό αυτό περιλαµβάνουν τη µέθοδο κλιµακωτής διάχυσης µε ταινίες 
διαβαθµισµένης συγκέντρωσης αντιβιοτικού, όπως το Etest, τα αυτοµατοποιηµένα 
συστήµατα, τη µέθοδο AD και τη µέθοδο BMD. Ωστόσο, είναι σηµαντικό να σηµειωθεί ότι 
δεν υπάρχουν εγκεκριµένες µέθοδοι από τον οργανισµό U.S. FDA για τον έλεγχο της 
ευαισθησίας στην κολιστίνη. Τα δισκία, το Etest και τα εµπορικά πάνελς BMD ενδείκνυνται 
µόνο για ερευνητική χρήση. 
Μεταξύ των εµπορικών µεθόδων που χρησιµοποιούνται στη ρουτίνα του 
εργαστηρίου, οι ταινίες διαβαθµισµένης συγκέντρωσης αντιβιοτικού αποτελούν ταχεία 
µέθοδο προσδιορισµού των MICs στην κολιστίνη, αλλά η αξιοπιστία τους εµφανίζεται 
αµφιλεγόµενη στη βιβλιογραφία. Έτσι, ενώ µερικές µελέτες έδειξαν εξαιρετική συσχέτιση 
µεταξύ των αποτελεσµάτων του Etest και των µεθόδων BMD και AD, υποδηλώνοντας τη 
χρησιµότητά του για την ανίχνευση ανθεκτικών στην κολιστίνη Gram-αρνητικών βακτηρίων 
(151–153), άλλες αναφορές αµφισβητούν την αξιοπιστία του (154, 155). Στο σηµείο αυτό θα 
πρέπει να σηµειωθεί ότι και το µέσο καλλιέργειας που χρησιµοποιείται για τη δοκιµή 
ευαισθησίας είναι σηµαντικός παράγοντας που µπορεί να επηρεάσει την απόδοση των 
µεθόδων. Έτσι λοιπόν, η δραστικότητα της κολιστίνης επηρεάζεται από την περιεκτικότητα 
των δισθενών κατιόντων (Ca++, Mg++) και άρα η µεταβλητότητα στη συγκέντρωση των 
κατιόντων στο Mueller-Hinton άγαρ (MHA) µεταξύ διαφορετικών εταιρειών και παρτίδων 
µπορεί να επηρεάσει τα αποτελέσµατα. Μια άλλη εµπορική δοκιµασία κλιµακωτής 
διάχυσης, το MIC Test Strip (MTS, Liofilchem SRL, Italy), δεν έχει ακόµη αξιολογηθεί για 
τον έλεγχο της ευαισθησίας στην κολιστίνη. Ακόµη, λίγες µόνο µελέτες έχουν αξιολογήσει 
µέχρι σήµερα τη χρήση των εµπορικών αυτοµατοποιηµένων µεθόδων. Οι µελέτες αυτές 
κυρίως εκτίµησαν την απόδοση του συστήµατος Vitek 2, η οποία φάνηκε να είναι 
ικανοποιητική (151, 153, 155). 
Οι πρότυπες µέθοδοι για τον προσδιορισµό της MIC, η BMD και η AD (25, 26), δεν 
είναι εφικτό να εφαρµοστούν στα συνήθη κλινικά εργαστήρια λόγω της πολυπλοκότητάς 
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τους. Θα πρέπει να σηµειωθεί ότι για τον έλεγχο της ευαισθησίας µε τις µεθόδους αυτές 
πρέπει οπωσδήποτε να χρησιµοποιείται η θειϊκή κολιστίνη (colistin sulfate) κι όχι η 
νατριούχος κολιστιµεθάτη (colistimethate sodium), η οποία είναι µη δραστικό προφάρµακο 
της κολιστίνης για παρεντερική χρήση. Όσον αφορά στην BMD, τεχνικά θέµατα όπως το 
είδος (σχήµα) των βοθρίων ή η επεξεργασία της επιφάνειας των βοθρίων της πλάκας 
µικροτιτλοδότησης έχει αποδειχθεί ότι επηρεάζουν σηµαντικά τα αποτελέσµατα της MIC 
στην κολιστίνη (156, 157). Ακόµη, η κατιονική φύση της κολιστίνης ευνοεί την 
προσκόλλησή της στην επιφάνεια διαφόρων υλικών που χρησιµοποιούνται στις δοκιµασίες 
της µεθόδου BMD, όπως το πολυστυρένιο, µε αποτέλεσµα τη µείωση, σε άλλοτε άλλο βαθµό, 
της πραγµατικής συγκεντρώσεως του αντιβιοτικού κατά τη διάρκεια των πειραµατικών 
δοκιµασιών (28). Επίσης, έχει αναφερθεί ότι µε την προσθήκη του επιφανειοδραστικού 
παράγοντα πολυσορβικό 80 (polysorbate 80, P80) στα πάνελ της µεθόδου BMD (BMD-P80) 
ελαχιστοποιούνται οι ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ της κολιστίνης και των 
τοιχωµάτων των βοθρίων της µικροπλάκας και κατ’επέκταση µειώνεται η προσκόλλησή της 
σε αυτά, οδηγώντας σε σηµαντική ελάττωση των MICs. Όπως έχει παρατηρηθεί, ο 
παράγοντας P80 επηρεάζει κυρίως τα βακτήρια µε σχετικά χαµηλές MICs (≤2 µg/ml) (154, 
157–159). Παρόλα αυτά, το CLSI δεν συνιστά τη χρήση του P80 για τον έλεγχο της 
ευαισθησίας στην κολιστίνη µε τη µέθοδο BMD (140). Επιπλέον, σύµφωνα µε πρόσφατες 
παρατηρήσεις, έχει προταθεί ότι ο παράγοντας P80 έχει συνεργιστική δράση µε την 
κολιστίνη, ίσως επειδή ενισχύει την αλληλεπίδραση του αντιβιοτικού µε τη βακτηριακή 
κυτταρική µεµβράνη (160). Ως εκ τούτου, µάλλον απαιτούνται περαιτέρω µελέτες 
αξιολόγησης της απόδοσης της µεθόδου BMD-P80 για τον προσδιορισµό της ευαισθησίας 
στα Gram-αρνητικά βακτήρια (161), αν και γενικά τα µέχρι τώρα δεδοµένα δεν 
υποστηρίζουν την εισαγωγή του παράγοντα αυτού στην κλινική πράξη. 
Ακόµη, θα πρέπει να τονιστεί ότι οι περισσότερες µελέτες που µέχρι τώρα 
διερεύνησαν την ακρίβεια των µεθόδων ευαισθησίας στην κολιστίνη χρησιµοποιούν κατά 
κύριο λόγο ευαίσθητα στην κολιστίνη Acinetobacter spp., ενώ η απόδοση των µεθόδων έχει 
ελάχιστα αξιολογηθεί σε ανθεκτικά στελέχη. 
Τιγεκυκλίνη. Λόγω της εξάπλωσης των πολυανθεκτικών στελεχών A.baumannii η 
τιγεκυκλίνη είναι σηµαντική για τη θεραπεία και την επιτήρηση των αντίστοιχων λοιµώξεων. 
Ως εκ τούτου, η δοκιµή ευαισθησίας της τιγεκυκλίνης ζητείται ολοένα και πιο συχνά από τα 
κλινικά εργαστήρια. Όµως, ο έλεγχος της ευαισθησίας στην τιγεκυκλίνη έναντι του A. 
baumannii παρουσιάζει σηµαντικά προβλήµατα. Γενικά, δεν υπάρχουν κατευθυντήριες 
οδηγίες για τις µεθόδους και η in vitro δραστικότητα της τιγεκυκλίνης µπορεί να ποικίλει 
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ανάλογα µε τη µεθοδολογία της εξέτασης και το µέσο που χρησιµοποιείται. Επιπλέον, το 
CLSI και η EUCAST δεν προτείνουν όρια ευαισθησίας για την τιγεκυκλίνη έναντι του A. 
baumannii. Ωστόσο, µέχρι στιγµής οι περισσότεροι από τους ερευνητές χρησιµοποιούν τα 
όρια ευαισθησίας που προτείνονται από τον FDA για τα Enterobacteriaceae (ευαίσθητα: 
MIC ≤2 mg/L, ανθεκτικά: MIC ≥8 mg/L) ή τα κριτήρια της EUCAST για τα 
Enterobacteriaceae (ευαίσθητα: MIC ≤1 mg/L, ανθεκτικά: MIC ≥2 mg/L). 
Η µέθοδος DD θεωρείται αναξιόπιστη, καθώς υπάρχει σύγχυση στη βιβλιογραφία για 
τα όρια ευαισθησίας (162) και επιπλέον επηρεάζεται από τον τύπο του άγαρ και τη 
συγκέντρωσή του σε µαγγάνιο. Αναλυτικότερα, έχει παρατηρηθεί ότι η αυξηµένη 
συγκέντρωση µαγγανίου οδηγεί σε µικρότερες διαµέτρους ζώνης αναστολής (163, 164). Το 
Etest έχει αναφερθεί ότι αποδίδει αυξηµένες MICs και ως εκ τούτου υψηλότερα ποσοστά 
αντοχής σε σχέση µε τη µέθοδο BMD (165–169). Οµοίως, και στην περίπτωση του Εtest έχει 
αναφερθεί ότι η αυξηµένη συγκέντρωση του µαγγανίου στο MHA προκαλεί αυξηµένες MICs 
(168, 170). Έτσι λοιπόν, η χρήση MHA από διαφορετικούς κατασκευαστές ή ακόµη και 
διαφορετικών παρτίδων του ίδιου κατασκευαστή θα µπορούσε να οδηγήσει σε αποκλίσεις 
µεταξύ των µεθόδων (170). Ωστόσο, άλλες µελέτες έχουν δείξει εξαιρετική συµφωνία 
µεταξύ του Etest και της µεθόδου BMD (171).  
Η χρήση του Vitek 2 για τον καθορισµό της ευαισθησίας στην τιγεκυκλίνη έναντι του 
A.baumannii παρουσιάζει επίσης προβλήµατα, καθώς έχει αναφερθεί ότι υπερεκτιµά τις 
MICs κατά 1-2 αραιώσεις οδηγώντας σε µη αποδεκτά σφάλµατα (167, 169, 171). 
Όσον αφορά στη µέθοδο AD, έχει αναφερθεί ότι παρουσιάζει συγκρίσιµα 
αποτελέσµατα µε τη µέθοδο BMD (172). Ωστόσο, σε µία άλλη µελέτη που σύγκρινε την AD 
µε τη µέθοδο αναφοράς BMD σε µία συλλογή Acinetobacter spp. διαπιστώθηκε ότι και στη 
µέθοδο AD επεισέρχονται οι παράγοντες που αναφέρθηκαν νωρίτερα, δηλαδή τα 
αποτελέσµατα εξαρτώνται από το άγαρ και ενδεχοµένως την περιεκτικότητά του σε µαγγάνιο 
(173). Επίσης, θα πρέπει να σηµειωθεί ότι τα παλιά θρεπτικά υλικά θεωρούνται υπεύθυνα για 
την αύξηση των MICs (174), επειδή η δραστικότητα της τιγεκυκλίνης επηρεάζεται από την 
ποσότητα του διαλυµένου οξυγόνου στο µέσο. Έτσι λοιπόν, για τον έλεγχο ευαισθησίας µε 
τις µεθόδους αναφοράς AD ή BMD προτείνεται η χρήση φρέσκων υλικών (<12 ωρών) προς 
αποφυγή της οξείδωσης-αδρανοποίησης της τιγεκυκλίνης. Εναλλακτικά, η µικροπλάκα µε τις 
αραιώσεις της τιγεκυκλίνης µπορεί να διατηρηθεί αναλλοίωτη στην κατάψυξη αµέσως µετά 
την παρασκευή της (175).  
Τέλος, θα πρέπει να σηµειωθεί ότι η τιγεκυκλίνη δεν πρέπει να χρησιµοποιείται 
θεραπευτικά για στελέχη A. baumannii από αιµοκαλλιέργειες µε MICs >0.5 mg/L, καθώς 
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εµφανίζει χαµηλή µέγιστη εφικτή στάθµη στο πλάσµα (0.62-0.72 mg/L). Για τον λόγο αυτόν 
η ερµηνεία των αποτελεσµάτων απαιτεί ιδιαίτερη προσοχή. 
Μινοκυκλίνη. H µινοκυκλίνη είναι ένα παλιό αντιβιοτικό, το οποίο διατίθεται από το στόµα 
και τον τελευταίο καιρό σε ενδοφλέβια µορφή στις ΗΠΑ. Πρόσφατα έχει πάρει έγκριση από 
τον FDA για τη χρήση της σε Gram-αρνητικά βακτήρια, συµπεριλαµβανοµένου του 
Acinetobacter spp. Όπως προκύπτει από µεγάλης κλίµακας επιδηµιολογικές µελέτες, η 
µινοκυκλίνη αποτελεί σήµερα ένα από τα λίγα αντιµικροβιακά που διατηρούν σηµαντικού 
βαθµού δραστικότητα έναντι του A. baumannii (176). Ως εκ τούτου, τα τελευταία χρόνια 
εισάγεται ολοένα και συχνότερα στα θεραπευτικά σχήµατα για την αντιµετώπιση λοιµώξεων 
από το A. baumannii. Ωστόσο, τα δεδοµένα για την απόδοση των µεθόδων που 
χρησιµοποιούνται για τον έλεγχο ευαισθησίας της µινοκυκλίνης είναι περιορισµένα. 
Σύµφωνα µε µια πρόσφατη µελέτη, το Vitek 2 και κυρίως το Etest παρήγαγαν υψηλότερες 
ΜΙCs στη µινοκυκλίνη σε σχέση µε τη µέθοδο αναφοράς BMD. Έτσι λοιπόν, στελέχη 
ανθεκτικά στη µινοκυκλίνη µε τις εµπορικές µεθόδους θα πρέπει να επιβεβαιώνονται µε 
πρότυπη µέθοδο, όπως είναι η BMD (177). 
 
6. Πληθυσµιακή δοµή του A. baumannii 
 
Η κλινική σηµασία του A. baumannii έχει αυξηθεί δραµατικά από τα τέλη της δεκαετίας του 
1980 µε την εµφάνιση και την εξάπλωση των τριών κυρίαρχων διεθνών κλώνων IC1, IC2 και 
IC3, οι οποίοι προκαλούν νοσοκοµειακές επιδηµίες σε όλο τον κόσµο. Ωστόσο σήµερα, 
περισσότεροι από 900 ST τύποι περιλαµβάνονται στη βάση δεδοµένων MLSΤ (σχήµα  
Pasteur) του Α. baumannii (http://pubmlst.org/abaumannii/). Σύµφωνα µε µια πρόσφατη 
ανάλυση µε τη βοήθεια του σχήµατος MLST του Ινστιτούτου Pasteur, η πληθυσµιακή δοµή 
του A. baumannii αποτελείται από τουλάχιστον εννέα διακριτoύς κλώνους που εξαπλώνονται 
σε µεµονωµένα νοσοκοµεία ή/και σε όλο τον κόσµο. Στην πραγµατικότητα, o διεθνής 
κλώνος IC1 και πιο πρόσφατα ο διεθνής κλώνος IC2 επικράτησαν παγκοσµίως και 
περιλαµβάνουν την πλειονότητα των στελεχών, τα οποία µάλιστα είναι πολυανθεκτικά. Οι 
διεθνής κλώνος IC3 και οι κλώνοι CC10, CC15, CC32, ST25 και SΤ52 έχουν αποµονωθεί σε 
διάφορες Ευρωπαϊκές χώρες, ο κλώνος CC79 στη Βραζιλία και την Ισπανία, ενώ ο τύπος 
ST78 έχει ανιχνευθεί σε αρκετά Ιταλικά νοσοκοµεία (101). 
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7. Λοιµογόνοι παράγοντες στο A. baumannii 
 
Τα τελευταία χρόνια, η ανάλυση αρκετών αλληλουχιών του γονιδιώµατος σε συνδυασµό µε 
τις αναλύσεις σε µοντέλα πειραµατικών λοιµώξεων έχουν βοηθήσει στον εντοπισµό 
σηµαντικών λοιµογόνων παραγόντων για την παθογένεια του A. baumannii. Αυτοί 
περιλαµβάνουν τον σχηµατισµό βιοµεµβράνης (biofilm), την προσκόλληση και τη 
λειτουργία της εξωτερικής µεµβρανικής πρωτεΐνης, την κάψα, τον λιποπολυσακχαρίτη, τα 
σιδηροφόρα συστήµατα και την ‘‘αίσθηση του χώρου ή της απαρτίας’’ (quorum–sensing) 
(12). 
O σχηµατισµός βιοµεµβράνης είναι ένας από τους καλύτερα µελετηµένους 
λοιµογόνους παράγοντες στο Α. baumannii (178, 179). Η παραγωγή βιοµεµβράνης µπορεί να 
εξηγήσει την επιτυχία του παθογόνου αυτού να προκαλεί νοσοκοµειακές λοιµώξεις και την 
ικανότητά του να διατηρείται στο νοσοκοµειακό περιβάλλον. Ο Tomaras et al. έδειξαν ότι το 
οπερόνιο csu είναι υπεύθυνο για τη σύνθεση του συστήµατος chaperone–usher pili assembly, 
το οποίο απαιτείται για τη συναρµολόγηση και έκκριση ινιδίων και τον σχηµατισµό 
βιοµεµβράνης σε αβιοτικές επιφάνειες (180). Εξίσου σηµαντική για τον σχηµατισµό 
βιοµεµβράνης είναι η ρυθµιστική πρωτεΐνη απόκρισης (response regulator) BfmR, η έλλειψη 
της οποίας όπως έχει αποδειχθεί, επηρεάζει αρνητικά την έκφραση του οπερονίου csu. Από 
την άλλη πλευρά, το γονίδιο bfmS που κωδικογραφεί την οµόλογο κινάση-αισθητήρα (sensor 
kinase) του παρόντος ρυθµιστικού συστήµατος δύο συστατικών (two-component regulatory 
system) παίζει λιγότερο σηµαντικό ρόλο στον σχηµατισµό βιοµεµβράνης (181). Επίσης, το 
γονίδιο bap που κωδικογραφεί για την προσκολλητίνη Bap (biofilm-associated protein) είναι 
σηµαντικό για την παραγωγή και τη διατήρηση της αρχιτεκτονικής της ώριµης βιοµεµβράνης 
(182). Άλλα γονίδια που σχετίζονται µε τον σχηµατισµό και την ωρίµανση της βιοµεµβράνης 
περιλαµβάνουν το οπερόνιο pgaABCD, το οποίο κωδικογραφεί για τη σύνθεση του 
εξωκυττάριου πολυσακχαρίτη poly-β-1,6-Nacetylglucosamine (PNAG) (183) και το γονίδιο 
pglL που κωδικογραφεί ένα σύστηµα γλυκοζυλίωσης πρωτεΐνης (O-linked protein 
glycosylation system) (184). Ακόµη, το γονίδιο abaI, το οποίο κωδικογραφεί για µια 
συνθετάση αυτεπαγωγέα που ενέχεται στη διαµεσολάβηση της διακυτταρικής επικοινωνίας 
µέσω της διαδικασίας που ονοµάζεται ‘‘αίσθηση του χώρου ή της απαρτίας’’  (185) και το 
γονίδιο ata, το οποίο κωδικογραφεί µια επιφανειακή πρωτεΐνη προσκόλλησης (186). 
Επιπλέον, όπως έχει βρεθεί από τον Gabral et al., αρκετές πρωτεΐνες της κυτταρικής 
επιφάνειας (όπως CarO, OmpA, OprD-like, DcaP-like, PstS, LysM και Omp33), καθώς και 
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πρωτεΐνες που εµπλέκονται στον µεταβολισµό της ιστιδίνης συµµετέχουν στον σχηµατισµό 
της βιοµεµβράνης (187). 
Όπως φαίνεται, µετά την προσκόλλησή του στα ανθρώπινα κύτταρα το A. baumannii 
µπορεί να επάγει την απόπτωση µέσω της πρωτεΐνης της εξωτερικής µεµβράνης OmpA (188). 
Η OmpA συµβάλλει, επίσης, στην ανάπτυξη βιοµεµβράνης σε πλαστικά υλικά (189) και την 
παραµονή και ανάπτυξη στον ανθρώπινο ορό, παράγοντες οι οποίοι βοηθούν στη διασπορά 
του A. baumannii κατά τη διάρκεια της λοίµωξης (190). Επίσης, το γονίδιο pbpG, το οποίο 
κωδικογραφεί την πενικιλλινοδεσµευτική πρωτεΐνη 7/8 (191), το γονίδιο pld που 
κωδικογραφεί για τη φωσφολιπάση D (192), το γονίδιο lpsB που κωδικογραφεί για µια 
γλυκοζυλοτρανσφεράση που συµµετέχει στη σύνθεση του λιποπολυσακχαρίτη (193) και τα 
γονίδια ptk και epsA που απαιτούνται για τον πολυµερισµό και τη συναρµολόγηση της κάψας 
(194) συµβάλλουν, επίσης, στην ικανότητα του A. baumannii να αναπτύσσεται στον 
ανθρώπινο ορό.  
Παρόλα αυτά, δεν έχει ταυτοποιηθεί κάποιος µεµονωµένος παράγοντας που θα 
µπορούσε να ευθύνεται για την επικράτηση των διεθνών κλώνων. Έτσι, ο λόγος για την 
επικράτηση των κλώνων IC1 και IC2 στις επιδηµίες που προκαλούνται από στελέχη A. 
baumannii είναι ακόµα ασαφής. Ο κλώνος IC2 φαίνεται ότι είναι ευρύτερα διαδεδοµένος 
από ό, τι ο IC1, αν και οι δύο κλώνοι εµφανίζουν παρόµοιο τρόπο εξάπλωσης και 
αποικισµού των ασθενών κατά τη διάρκεια των επιδηµιών. Απ’ ότι φαίνεται, κάθε κλώνος 
µπορεί να εκφράσει µια πληθώρα λοιµογόνων παραγόντων και σε διαφορετικούς 
συνδυασµούς (195, 196). Έτσι, αρκετές µελέτες έχουν αναφέρει ότι τα στελέχη που ανήκουν 
στον κλώνο IC1 παρουσιάζουν µεγαλύτερη κινητικότητα και µεγαλύτερη αντοχή στην 
αποξήρανση (195, 197) σε σχέση µε στελέχη που ανήκουν στον κλώνο IC2 ή στελέχη που 
δεν ανήκουν σε κάποιο διεθνή κλώνο. Αντίθετα, στελέχη που ανήκουν στον κλώνο IC2 
δείχνουν µεγαλύτερη ικανότητα προσκόλλησης και σχηµατισµού βιοµεµβράνης από στελέχη 
που ανήκουν στον κλώνο IC1 και στελέχη που δεν ανήκουν σε κάποιο διεθνή κλώνο (195, 
197–199), καθώς και υψηλότερη πρωτεολυτική δραστηριότητα (195). Από την άλλη πλευρά, 
µε βάση τη γονιδιωµατική συγκριτική ανάλυση έχει διατυπωθεί η άποψη ότι η ανάδυση των 
διεθνών κλώνων είναι πιθανόν να µην συνδέεται άµεσα µε την απόκτηση µεµονωµένων 
λοιµογόνων παραγόντων, αλλά είναι το αποτέλεσµα του πολυανθεκτικού φαινοτύπου 
αντοχής τους, ο οποίος τους προσφέρει το µεγαλύτερο επιλεκτικό πλεονέκτηµα (4, 126, 200). 
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8. Μικροβιακή αντοχή του A. baumannii στα αντιβιοτικά  
 
Κατά τη διάρκεια της τελευταίας δεκαπενταετίας, τα MDR και τα εκτεταµένα ανθεκτικά 
(extensively drug-resistant, XDR) στελέχη A. baumannii διασπείρονται µε εξαιρετική 
επιτυχία σε όλο τον κόσµο (201, 202). Oι όροι MDR, XDR και πανανθεκτικά (pandrug-
resistant, PDR) A. baumannii χρησιµοποιούνται για να ορίσουν στελέχη που εµφανίζουν 
αντοχή σε τρεις ή περισσότερες κατηγορίες, σε όλες εκτός από µία ή δύο κατηγορίες και σε 
όλες τις κατηγορίες, αντίστοιχα, των δυνητικά αποτελεσµατικών αντιµικροβιακών 
παραγόντων έναντι του A. baumannii (9, 202). Η αντοχή του A. baumannii στα αντιβιοτικά 
οφείλεται σε συνδυασµό µηχανισµών, που περιλαµβάνουν συνήθως την αδιαπερατότητα της 
κυτταρικής µεµβράνης, την αυξηµένη έκφραση των αντλιών εκροής και την παραγωγή 
διαφόρων ενζύµων. Γενικά, ο κύριος λόγος που καθιστά το A. baumannii ένα τόσο 
επιτυχηµένο παθογόνο τα τελευταία χρόνια είναι η αξιοσηµείωτη ικανότητά του να αποκτά 
ταχύτατα µέσω µεταθετών στοιχείων (πλασµίδια, τρανσποζόνια, ιντεγκρόνια) ξένα γονίδια 
αντοχής από άλλα µικρόβια και να τα ενσωµατώνει στο χρωµόσωµά του ως νησίδια αντοχής. 
Με τον τρόπο αυτόν εµφανίζει σπουδαία γενετική προσαρµοστικότητα στις πιέσεις επιλογής 
που δέχεται στο νοσοκοµειακό περιβάλλον (3).   
Από το 2000 κι έπειτα έχει παρατηρηθεί µια σταδιακή, παγκόσµια επικράτηση 
στελεχών που είναι ανθεκτικά σε όλες τις β-λακτάµες συµπεριλαµβανοµένων των 
καρβαπενεµών, πιθανότατα ως συνέπεια της πίεσης επιλογής που προκαλείται από την 
έκθεση στελεχών A. baumannii σε ισχυρά αντιµικροβιακά, κυρίως στη ΜΕΘ (9). Επιδηµίες 
που προκαλούνται από τέτοια στελέχη έχουν περιγραφεί και ταυτοποιηθεί σε αρκετές ΜΕΘ 
παγκοσµίως. Μάλιστα, σε πολλές περιπτώσεις οι επιδηµίες έχουν συνδεθεί µε στελέχη που 
είναι ανθεκτικά σε όλους τους διαθέσιµους αντιµικροβιακούς παράγοντες, εκτός από την 
κολιστίνη ή την τιγεκυκλίνη (203). Ωστόσο, αν και η κολιστίνη και η τιγεκυκλίνη είναι 
ακόµη δραστικές στη συντριπτική πλειοψηφία των κλινικών στελεχών Α. baumannii, οι 
αναφορές σχετικά µε την εµφάνιση αντοχής σε διάφορες περιοχές παγκοσµίως αποτελεί 
ανησυχητικό γεγονός που απασχολεί έντονα την επιστηµονική κοινότητα. 
 
8.1. Αντοχή στις καρβαπενέµες: Επιδηµιολογία και µηχανισµοί 
 
Το πρόγραµµα παγκόσµιας επιτήρησης της µικροβιακής αντοχής SENTRY, που 
περιελάµβανε 2621 στελέχη Acinetobacter spp. που αποµονώθηκαν στη Βόρεια Αµερική, 
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την Ευρώπη, τη Λατινική Αµερική και την περιοχή Ασίας-Ειρηνικού (APAC) το χρονικό 
διάστηµα 2001-2004, κατέδειξε ότι συνολικά ποσοστό 81,1% και 77,7% των στελεχών ήταν 
ευαίσθητα στην ιµιπενέµη και τη µεροπενέµη, αντίστοιχα. Για την ιµιπενέµη το ποσοστό 
ευαισθησίας κυµάνθηκε µεταξύ 70,3% στην Ευρώπη και την περιοχή Ασίας-Ειρηνικού και 
89,4% στη Βόρεια Αµερική, ενώ για τη µεροπενέµη το ποσοστό κυµάνθηκε µεταξύ 70,4% 
στην Ευρώπη και 83,7% στη Βόρεια Αµερική (204). Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα του ίδιου 
προγράµµατος παγκόσµιας επιτήρησης της µικροβιακής αντοχής για το χρονικό διάστηµα 
2006-2009, µεταξύ 4686 στελεχών Acinetobacter spp. ποσοστό 55,7% ήταν συνολικά 
ευαίσθητα στην ιµιπενέµη, µε το ποσοστό σταδιακά να µειώνεται από 65,8% το 2006 σε 
40,2% το 2009. Αναλυτικότερα, στη Βόρεια Αµερική το ποσοστό ευαισθησίας κυµάνθηκε 
µεταξύ 77,8% το 2006 και 62,5% το 2009, ενώ στη Λατινική Αµερική µεταξύ 73% το 2006 
και 48,3% το 2009. Πτωτική τάση σηµειώθηκε, επίσης, για το ποσοστό ευαισθησίας στην 
Ευρώπη από 64,7% το 2006 σε 53% το 2009, ενώ στην περιοχή Ασίας-Ειρηνικού το 
ποσοστό ελαττώθηκε απο 59,4% το 2006 σε 37,4% το 2009 (205). Μια µεταγενέστερη 
µελέτη SENTRY, η οποία περιελάµβανε 1377 στελέχη Acinetobacter spp. που 
αποµονώθηκαν το 2011, κατέδειξε ότι συνολικά 412 στελέχη (ποσοστό 29,9%) ήταν 
ευαίσθητα στη µεροπενέµη, µε το ποσοστό να κυµαίνεται µεταξύ 48,8% στη Βόρεια 
Αµερική και 19,1% στην περιοχή Ασίας-Ειρηνικού (206). Από τις παραπάνω µελέτες 
επιτήρησης της µικροβιακής αντοχής γίνεται σαφές ότι σε βάθος δεκαετίας (2001-2011) 
σηµειώθηκε αξιοσηµείωτη πτώση της ευαισθησίας στις καρβαπενέµες σε διάφορες 
γεωγραφικές περιοχές παγκοσµίως. 
Πρόσφατα δεδοµένα από το πρόγραµµα παγκόσµιας επιτήρησης µικροβιακής 
αντοχής SMART που συµπεριέλαβε 2337 στελέχη A. baumannii, τα οποία συλλέχθησαν 
κατά την περίοδο 2011–2014 από 48 χώρες σε έξι γεωγραφικές περιοχές (Αφρική, Ασία, 
Ευρώπη, Λατινική Αµερική, Μέση Ανατολή και Βόρεια Αµερική), κατέδειξαν στατιστικά 
σηµαντική πτώση του ποσοστού ευαισθησίας στην ιµιπενέµη από 28,6% το 2011 σε 9,8% το 
2014 στην Αφρική, από 21% το 2011 σε 8,6% το 2014 στην Ευρώπη και από 27,6% το 2011 
σε 9,3% το 2014 στη Μέση Ανατολή. Χαµηλά ποσοστά ευαισθησίας στην ιµιπενέµη 
σηµειώθηκαν, επίσης, στην Ασία και τη Λατινική Αµερική (26,9% και 16,3%, αντίστοιχα), 
χωρίς ωστόσο να παρατηρηθεί στατιστικά σηµαντική πτώση κατά τη διάρκεια των ετών 
2011-2014. Το υψηλότερο ποσοστό ευαισθησίας στην ιµιπενέµη (63,8%) παρατηρήθηκε στη 
Βόρεια Αµερική, όπως και στις προηγούµενες παγκόσµιες µελέτες (207). 
Κατά το χρονικό διάστηµα 1997-2008 είχε παρατηρηθεί στην Ευρώπη σταδιακή 
αύξηση της συχνότητας των ανθεκτικών στελεχών στις καρβαπενέµες από τις βόρειες προς 
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τις νότιες χώρες (5). Στο σηµείο αυτό θα πρέπει να σηµειωθεί ότι µέχρι πρόσφατα το A. 
baumannii δεν παρακολουθούταν από το Ευρωπαϊκό Δίκτυο Επιτήρησης της Μικροβιακής 
Αντοχής (European Antimicrobial Resistance Surveillance Network, EARS-Net), οπότε η 
συλλογή πληροφοριών σχετικά µε τον επιπολασµό της αντοχής στις καρβαπενέµες και σε 
άλλα αντιβιοτικά στις διάφορες Ευρωπαϊκές χώρες ήταν σχετικά δύσκολη. Ωστόσο, µετά 
από πιλοτική περίοδο κατά τη διετία 2012-2013, το Acinetobacter spp. εντάχθηκε στο 
πρωτόκολλο του EARS-Net. Έτσι λοιπόν, σύµφωνα µε τα δεδοµένα της ετήσιας έκθεσης του 
EARS-Net το 2014 και το 2015, η αντοχή στις καρβαπενέµες µεταξύ των Acinetobacter spp. 
ήταν συχνή στην Ευρώπη και στις περισσότερες περιπτώσεις συνδυάστηκε µε την αντοχή 
στις φθοριοκινολόνες και τις αµινογλυκοσίδες (6, 208). Μάλιστα, υψηλότερα ποσοστά 
αντοχής στις καρβαπενέµες, όπως και συνδυασµένης αντοχής, παρατηρήθηκαν κυρίως στις 
χώρες της Βαλτικής και της Νότιας και Νοτιοανατολικής Ευρώπης. Αναλυτικότερα, τα 
ποσοστά των ανθεκτικών στελεχών στις καρβαπενέµες το 2014 κυµαίνονταν από µηδέν 
(Ολλανδία) έως 93,2% (Ελλάδα). Εκτός από τη χώρα µας, υψηλά ποσοστά αντοχής 
παρατηρήθηκαν επίσης στην Ιταλία (89,9%), την Κροατία (87,3%), τη Ρουµανία (81,3%), τη 
Λετονία (78,8%), την Κύπρο (77,6%), τη Λιθουανία (69,7%), την Ισπανία (65,4%), τη 
Βουλγαρία (59,1%) και την Πορτογαλία 53,1%. 
Αναφορικά µε την εξέλιξη της αντοχής των A. baumannii στις καρβαπενέµες στην 
Ελλάδα, τo 2000 άρχισαν να εµφανίζονται στελέχη µε χαµηλού επιπέδου αντοχή στις 
καρβαπενέµες (209). Από το 2002 και µεταγενέστερα τα ανθεκτικά στις καρβαπενέµες 
στελέχη επικράτησαν σταδιακά στα Ελληνικά νοσοκοµεία (210, 211). Σύµφωνα µε τα 
αποτελέσµατα του WHONET για τα στελέχη A. baumannii που αποµονώθηκαν από 
αιµοκαλλιέργειες από όλες τις Eλληνικές ΜΕΘ, το ποσοστό των µη ευαίσθητων στελεχών 
στην ιµιπενέµη αυξήθηκε σταδιακά από 90,4 το 2007 σε >99% το 2014 και διατηρείται σε 
σταθερά επίπεδα έως το 2016. Αντίστοιχη τάση παρατηρήθηκε και για τη µεροπενέµη, για 
την οποία το ποσοστό των µη ευαίσθητων στελεχών το 2016 είναι επίσης >99%. 
Η αντοχή του Α. baumannii στις καρβαπενέµες οφείλεται σε ενζυµικούς και µη 
ενζυµικούς µηχανισµούς. Ο πιο σηµαντικός µηχανισµός είναι η παραγωγή καρβαπενεµασών 
που περιλαµβάνει κυρίως τις οξακιλλινάσες τύπου σερίνης (µοριακής τάξης D κατά Ambler) 
και λιγότερο συχνά τις µέταλλο-β-λακταµάσες (metallo-β-lactamases, MBL) (212). 
 
- Οξακιλλινάσες ή καρβαπενεµάσες τύπου-OXA  
Η πρώτη αναφερόµενη οξακιλλινάση µε δραστικότητα καρβαπενεµάσης ήταν ένα 
πλασµιδιακό ένζυµο που αποµονώθηκε το 1985 στη Σκωτία, το οποίο αρχικά ονοµάστηκε 
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ARI-1 και αργότερα ονοµάστηκε blaOXA-23 (213). Αυτή η οξακιλλινάση συµβάλλει επί του 
παρόντος στην αντοχή του A. baumannii στις καρβαπενέµες στις περισσότερες χώρες σε όλο 
τον κόσµο (127, 214–217). Επιπλέον, τα τελευταία χρόνια έχει σηµειωθεί µια τάση 
σταδιακής αντικατάστασης των στελεχών A. baumannii που παράγουν OXA-23 
οξακιλλινάση από στελέχη που παράγουν OXA-58 οξακιλλινάση, ιδιαίτερα στις χώρες της 
Μεσογείου (218, 219), γεγονός που δείχνει τη δυναµική εξάπλωσης των OXA-23 ενζύµων. 
Επίσης, στο Α. baumannii έχουν βρεθεί κι άλλες καρβαπενεµάσες τύπου-OXA, παρόµοιες µε 
την OXA-23, που σχηµατίζουν µε αυτήν κοινή οµάδα γονιδίων, την οµάδα OXA-23-like. 
Πρόκειται για την OXA-27 που έχει εντοπιστεί στη Σιγκαπούρη (220) και τις OXA-49 και 
OXA-73 που ανιχνεύθηκαν στην Κίνα (221, 222). Ακόµη, έχει παρατηρηθεί ότι τα επιδηµικά 
στελέχη A. baumannii που παράγουν το ένζυµο OXA-23 ανήκουν στους διεθνείς κλώνους Ι 
ή ΙΙ (223). Το γονίδιο blaOXA-23 βρίσκεται είτε στο χρωµόσωµα, είτε σε πλασµίδια και 
συνδέεται µε τέσσερις διαφορετικές γενετικές δοµές, εκ των οποίων πιο συχνό είναι το 
τρανσποζόνιο Tn2006 (223).  
Άλλες οµάδες επίκτητων καρβαπενεµασών τύπου-ΟΧΑ µε ευρεία διασπορά είναι η 
οµάδα OXA-24/40-like (OXA-24, -25, -26, -40 και -72), (224, 225) και η οµάδα OXA-58-
like (224, 226). Τα ένζυµα της οµάδας OXA-24/40-like έχουν 60% οµολογία αµινοξέων µε 
τα ένζυµα της οµάδας OXA-23-like. Η πρώτη οξακιλλινάση που περιγράφηκε από την 
οµάδα αυτή, η OXA-24, η οποία αργότερα αποδείχθηκε ότι είναι ταυτόσηµη µε την OXA-40, 
αποµονώθηκε σε στέλεχος Α. baumannii στην Ισπανία το 1997 (225). Η οξακιλλινάσες 
OXA-25 και OXA-26 αποµονώθηκαν από στελέχη Α. baumannii στην Ισπανία και το Βέλγιο, 
αντίστοιχα, στο χρονικό διάστηµα µεταξύ 1995 και 1997 (220). Τέλος, τα ένζυµα OXA-72 
εντοπίστηκαν αρχικά σε στελέχη Α. baumannii στη Νοτιοανατολική Ασία (227–229), ενώ 
αργότερα αποµονώθηκαν από στελέχη Α. baumannii στην Κροατία (230), τη Βραζιλία (231) 
και την Ιταλία (232). Γενικά, τα ένζυµα OXA-24/40 ανιχνεύονται συχνότερα µεταξύ των 
στελεχών A. baumannii από την Ιβηρική χερσόνησο και ανήκουν στον διεθνή κλώνο II και 
στον τύπο ST56 (σχήµα Oxford) (233–235). Στην Ιταλία έχει βρεθεί ότι στελέχη A. 
baumannii που παράγουν την OXA-72 οξακιλλινάση ανήκουν στον τύπο ST25, σύµφωνα µε 
το σχήµα MLST του Ινστιτούτου Pasteur (232). Επίσης, είναι ενδιαφέρον ότι τα γονίδια 
blaOXA-24 και blaOXA-72 έχουν βρεθεί σε πλασµίδια µε παρόµοια γενετική δοµή (232, 235, 
236). 
Tα γονίδια της οµάδας OXA-58-like (OXA-58, OXA-96, OXA-97, OXA-164) είναι 
συνήθως πλασµιδιακά (117, 237) και έχουν συνδεθεί µε νοσοκοµειακές επιδηµίες σε 
διάφορες ΜΕΘ παγκοσµίως (211). Στη χώρα µας η OXA-58 αποτελούσε τη µοναδική 
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καρβαπενεµάση µεταξύ των ανθεκτικών στις καρβαπενέµες A. baumannii που 
αποµονώθηκαν από το 2000 έως το 2009 (104). Αν και τα ένζυµα αυτά εντοπίζονται κυρίως 
µεταξύ ανθεκτικών στις καρβαπενέµες στελεχών A. baumannii, κάποιες δηµοσιεύσεις 
ανέφεραν την παρουσία τους και µεταξύ ευαίσθητων στις καρβαπενέµες στελεχών (210, 238, 
239). Έχει παρατηρηθεί ότι επιδηµικά στελέχη A. baumannii που αποµονώθηκαν στην 
Ευρώπη και παράγουν την οξακιλλινάση OXA-58 ανήκουν στους διεθνείς κλώνους I, II και 
III, αλλά επίσης και στους τύπους ST15, ST25 και ST78, σύµφωνα µε το σχήµα MLST του 
Ινστιτούτου Pasteur (104, 240). Συνήθως τα γονίδια blaOXA-58-like µεταφέρονται µε πλασµίδια 
µέσω της οριζόντιας µεταφοράς (211, 237) και πλαισιώνονται από τις αλληλουχίες εισδοχής 
ISAba2 ή IS18 ή ISAba1 στο 5' άκρο και την αλληλουχία εισδοχής ISAba3 στο 3' άκρο τους 
(121, 241, 242). 
Μια άλλη οµάδα OXA καρβαπενεµασών που έχει ανιχνευθεί σχετικά πρόσφατα στη 
Βραζιλία είναι η οµάδα OXA-143-like, η οποία περιλαµβάνει τα ένζυµα OXA-143 (243) και 
OXA-231 (244). Τα ένζυµα αυτά διαφέρουν µεταξύ τους κατά ένα αµινοξύ και έχουν 88% 
οµολογία αµινοξέων µε την οµάδα ενζύµων τύπου OXA-24/40, 63% οµοιότητα µε την 
οµάδα τύπου OXA-23 και 52% οµοιότητα µε την οµάδα ενζύµων τύπου OXA-58. Μέχρι 
τώρα έχουν εντοπιστεί µόνο σποραδικά µεταξύ στελεχών A. baumannii από τη Βραζιλία, 
όπου τα ένζυµα OXA-23 εξακολουθούν να επικρατούν. Και τα δύο γονίδια, blaOXA-143 και 
blaOXA-231, ανευρίσκονται σε πλασµίδια (243, 244). 
Πρόσφατα περιγράφηκε µια νέα οµάδα ενζύµων που ονοµάζεται OXA-235-like 
(OXA-235, OXA-236 και OXA-237). Τα ένζυµα αυτά ανιχνεύτηκαν σποραδικά σε λίγα 
στελέχη στις ΗΠΑ. Έχουν οµολογία αµινοξέων 54% έως 57% µε τα ένζυµα τύπου OXA-23, 
OXA-24/40, OXA-58 και OXA-143 και 56% οµοιότητα µε τα ένζυµα τύπου OXA-51 (245). 
Τέλος, τα ένζυµα της οµάδας OXA-51-like (OXA-51, -64, -65, -66, -68, -69, -70, -71, 
-78, -79, -80 και -82) διαφέρουν από τις άλλες καρβαπενεµάσες τύπου-OXA στο γεγονός ότι 
ανευρίσκονται ενδογενώς στο χρωµόσωµα όλων των A. baumannii (246). Όταν, όµως, τα 
ένζυµα αυτά συνδυαστούν µε αλληλουχίες εισδοχής προκαλείται η υπερέκφρασή τους, µε 
αποτέλεσµα να αποκτούν δραστικότητα καρβαπενεµάσης (247). 
 
- Μεταλλο-β-λακταµάσες 
Οι µεταλλο-β-λακταµάσες ανιχνεύονται λιγότερο συχνά στο Α. baumannii από τις 
καρβαπενεµάσες τύπου-OXA, αλλά εµφανίζουν 100-1000 φορές πιο ισχυρή υδρολυτική  
ικανότητα. Η εργαστηριακή ανίχνευσή τους στα MDR στελέχη A. baumannii είναι σε 
ορισµένες περιπτώσεις δύσκολη (248), γεγονός που σηµαίνει ότι η συµβολή τους στην 
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αντοχή στις καρβαπενέµες µπορεί να υποεκτιµάται. Τα ένζυµα αυτά υδρολύουν όλες τις β-
λακτάµες, περιλαµβανοµένων των καρβαπενεµών, αλλά όχι την αζτρεονάµη. Στο Α. 
baumannii έχουν ανευρεθεί τέσσερις τύποι ενζύµων MBL, που περιλαµβάνουν τα ένζυµα 
τύπου IMP (IMP-like), τύπου VIM (VIM-like), SIM-1 και NDM-1/NDM-2.  
Τα ένζυµα τύπου IMP έχουν εντοπιστεί σε στελέχη A. baumannii σε αρκετές περιοχές, 
αλλά κυρίως αποµονώθηκαν στην Άπω Ανατολή (3). Το πρώτο ένζυµο τύπου IMP, το IMP-2, 
ανιχνεύτηκε το 2000 στην Ιταλία (249). Στη συνέχεια ακολούθησε η ανίχνευση του ενζύµου 
IMP-4 στο Χονγκ Κονγκ (250) και στη Σιγκαπούρη (239), του IMP-5 στην Πορτογαλία (251, 
252), του IMP-6 στη Βραζιλία (253), του IMP-8 στην Κίνα (227) και των IMP-11 και IMP-
19 στην Ιαπωνία (254). Αξίζει να σηµειωθεί ότι το IMP-1, το οποίο είναι το πρώτο και το πιο 
ευρέως διαδεδοµένο ένζυµο τύπου IMP, περιγράφηκε για πρώτη φορά στο Α. baumannii 
µόνο το 2008 και σε µια άλλη περίπτωση το 2011 (255, 256).  
Όσον αφορά στα ένζυµα τύπου VIM, υπάρχουν λίγες µόνο και σποραδικές 
δηµοσιεύσεις στη βιβλιογραφία που αναφέρονται στην ανίχνευσή τους στο Α. baumannii. Η 
πρώτη αναφορά αφορούσε στο ένζυµο VIM-2, το οποίο εντοπίστηκε στη Βόρεια Κορέα το 
2002 (257). Στη συνέχεια, τα ένζυµα VIM-1, VIM-3, VIM-4 και VIM-11 περιγράφηκαν σε 
σποραδικές περιπτώσεις στελεχών A. baumannii στην Ευρώπη και την Άπω Ανατολή (236, 
258–260). Έχει βρεθεί ότι τα γονίδια blaVIM-1 και blaVIM-4 ανευρίσκονται σε ιντεγκρόνια 
τάξης 1 (258, 260). Στην Ελλάδα έχουν περιγραφεί στελέχη A. baumannii που παρήγαγαν τις 
καρβαπενεµάσες VIM-1 και VIM-4 και ανήκαν στους διεθνείς κλώνους ΙΙ και Ι, αντίστοιχα 
(240). Όσον αφορά στην καρβαπενεµάση SIM-1, η ανίχνευσή της έχει αναφερθεί µόνο µία 
φορά σε στελέχη Α. baumannii στη Νότια Κορέα (261). 
Τέλος, η πιο πρόσφατα περιγραφόµενη MBL, η NDM-1, εντοπίστηκε το 2010 σε ένα 
στέλεχος A. baumannii στην Ινδία (262), ενώ έχει βρεθεί επίσης στη Γερµανία, την Αλγερία, 
το Βέλγιο, το Μπαγκλαντές, την Κίνα και την Τσεχία (263–267). Γενικά, όπως εκτιµάται η 
NDM-1 εµφανίζει υψηλό επιπολασµό στην Ινδική Χερσόνησο, τη Βόρεια Αφρική και τη 
Μέση Ανατολή, ενώ θεωρείται αναδυόµενος µηχανισµός αντοχής και στην Ευρώπη. 
Πρόσφατα µάλιστα,  η NDM-1 ανευρέθηκε για πρώτη φορά και στη χώρα µας σε ένα 
στέλεχος Α. baumannii που αποµονώθηκε από ασθενή που µεταφέρθηκε στην Ελλάδα από 
τη Λιβύη το 2016 (268). Επιπλέον, µία άλλη καρβαπενεµάση τύπου NDM, η NDM-2, έχει 
βρεθεί σε στελέχη Α. baumannii στην Αίγυπτο (269) και τα Ηνωµένα Αραβικά Εµιράτα 
(270). Επίσης, η κλωνική διασπορά ενός στελέχους A. baumannii που παρήγαγε NDM-2 έχει 
αναφερθεί σε κέντρο αποκατάστασης στο Ισραήλ (271). Έχει παρατηρηθεί ότι στελέχη A. 
baumannii που αποµονώθηκαν στην Ευρώπη και παράγουν το ένζυµο NDM-1 ανήκουν 
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στους διεθνείς κλώνους Ι και ΙΙ και στους MLST τύπους ST25 και ST85, σύµφωνα µε το 
σχήµα Pasteur (263, 264). Αντίθετα, στελέχη A. baumannii που παράγουν το ένζυµο NDM-2 
ανήκουν σε ένα ξεχωριστό κλώνο, τον τύπο ST253 (σχήµα Oxford) ή αλλιώς ST103 (σχήµα 
Pasteur) (269–271). Όπως έχει βρεθεί, τα γονίδια blaNDM-1 και blaNDM-2 στα στελέχη A. 
baumannii από την Ευρώπη είναι χρωµοσωµικά και ανευρίσκονται στο τρανσποζόνιο 
Tn125-like (264, 270, 271), ενώ το γονίδιο blaNDM-1 στα στελέχη από την Κίνα είναι 
πλασµιδιακό και µεταβιβάσιµο µε σύζευξη (267). 
Όλα τα παραπάνω στοιχεία αποδεικνύουν ότι οι κυρίαρχοι κλώνοι στο A. baumannii, 
όπως οι διεθνείς κλώνοι Ι και ΙΙ και κάποιοι άλλοι επιδηµικοί κλώνοι, επιλέχθηκαν λόγω της 
αντοχής στις καρβαπενέµες, η οποία οφείλεται στην απόκτηση των γονιδίων blaOXA-23-like, 
blaOXA-24-like, blaOXA-58-like , blaVIM-like ή blaNDM-1. 
 
- Άλλες καρβαπενεµάσες 
Άλλες καρβαπενεµάσες που έχουν περιγραφεί στο Α. baumannii περιλαµβάνουν τις β-
λακταµάσες µοριακής τάξης Α κατά Ambler, οι οποίες όµως είναι σπάνιες. Έτσι λοιπόν, τα 
ένζυµα τύπου KPC (KPC-2, -3, -4 και -10) ανιχνεύτηκαν στο 3,4% των MDR στελεχών A. 
baumannii που συλλέχθησαν το 2009 σε 17 νοσοκοµεία στο Πουέρτο Ρίκο (272). Επίσης, η 
ESBL GES-14, η οποία διαφέρει από τη GES-1 κατά δύο αµινοξέα εντοπίστηκε σε ένα 
κλινικό στέλεχος A. baumannii στη Γαλλία και συνδέθηκε µε ανθεκτικότητα σε όλες τις β-
λακτάµες, συµπεριλαµβανοµένων των καρβαπενεµών. Όπως έχει βρεθεί, το γονίδιο blaGES-14 
εδράζεται σε ιντεγκρόνιο τάξης 1 ενός µεταβιβάσιµου πλασµιδίου (273). 
 
- Μη ενζυµικοί µηχανισµοί 
Εκτός από την παραγωγή των καρβαπενεµασών, η αντοχή στις καρβαπενέµες σε στελέχη Α. 
baumannii συχνά οφείλεται σε µη ενζυµικούς µηχανισµούς, όπως οι µεταβολές/µειωµένη 
έκφραση στις πρωτεΐνες της εξωτερικής µεµβράνης (OMPs) (274), οι αντλίες εκροής (efflux 
pumps) πολλαπλών φαρµάκων (275) και οι τροποποιήσεις στις πενικιλλινοδεσµευτικές 
πρωτεΐνες (274). Συγκριτικά µε άλλα Gram-αρνητικά παθογόνα, οι γνώσεις µας σχετικά µε 
τις πορίνες της εξωτερικής µεµβράνης στο Α. baumannii είναι περιορισµένες. Έχει 
αναφερθεί ότι η απώλεια µιας πρωτεΐνης 29-kDa, η οποία είναι επίσης γνωστή ως CarO, 
συνδέεται µε την αντοχή στις καρβαπενέµες (275). Οι αντλίες εκροής στο A. baumannii, εκ 
των οποίων η πιο µελετηµένη είναι η αντλία AdeABC, εξωθούν ένα ευρύ φάσµα 
υποστρωµάτων, όπως οι αµινογλυκοσίδες, η ερυθροµυκίνη, η χλωραµφαινικόλη, οι 
τετρακυκλίνες, οι φθοριοκινολόνες και η τριµεθοπρίµη, αλλά επηρεάζουν τις καρβαπενέµες 
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σε µικρότερο βαθµό (276). Ακόµη, ένα ενδιαφέρον χαρακτηριστικό του A. baumannii που 
µπορεί να συµβάλλει στην εµφάνιση της αντοχής στις καρβαπενέµες είναι η πρόσφατα 
περιγραφόµενη ετεροαντοχή (heteroresistance), η οποία κατά πάσα πιθανότητα εµποδίζει την 
αποτελεσµατική θανάτωση των µικροβίων και µπορεί να οδηγήσει στην επιλογή των 
ανθεκτικών πληθυσµών (277). 
 
8.2. Αντοχή στην κολιστίνη: Επιδηµιολογία και µηχανισµοί 
 
Καθώς τα πολυανθεκτικά στελέχη A. baumannii αυξάνονται παγκοσµίως, οι θεραπευτικές 
επιλογές για την αντιµετώπιση σοβαρών  λοιµώξεων είναι περιορισµένες, µε την κολιστίνη 
συχνά να αποτελεί τη µοναδική θεραπεία (7). Η κολιστίνη είναι κυκλικό πολυπεπτίδιο µε 
ταχεία βακτηριοκτόνο δράση έναντι των Gram-αρνητικών βακτηριδίων, την οποία 
επιτυγχάνει µέσω σύνδεσης µε το λιπίδιο Α του λιποπολυσακχαρίτη και πρόκλησης 
αποδιοργάνωσης της κυτταρικής µεµβράνης (278).  
Στην κλινική πράξη, η κολιστίνη χρησιµοποιείται κυρίως για τη θεραπεία των 
λοιµώξεων που οφείλονται σε ανθεκτικά στις καρβαπενέµες A. baumannii, όπου καµία άλλη 
αξιόπιστη θεραπευτική επιλογή δεν είναι διαθέσιµη. Σε γενικές γραµµές, η κολιστίνη έχει 
εξαιρετική in vitro δραστικότητα έναντι του A. baumannii και συνήθως τα περισσότερα 
στελέχη είναι ευαίσθητα. Ωστόσο, υπάρχουν αποκλίσεις στα ποσοστά ευαισθησίας ανάλογα 
µε την περιοχή και για τον λόγο αυτόν οι κλινικοί γιατροί θα πρέπει να γνωρίζουν την 
επιδηµιολογία των ανθεκτικών στην κολιστίνη στελεχών σε τοπικό επίπεδο. Στο σηµείο αυτό 
θα πρέπει να τονιστεί ότι ο προσδιορισµός της MIC στην κολιστίνη µε τις συµβατικές 
µεθόδους παρουσιάζει, όπως προαναφέρθηκε, πολλά προβλήµατα (279), µε αποτέλεσµα να 
είναι δύσκολη η ερµηνεία των αποτελεσµάτων, αλλά και η σύγκριση των ποσοστών αντοχής 
µεταξύ διαφορετικών µελετών. Επίσης, τα τρέχοντα όρια ευαισθησίας µπορεί να µην είναι 
ιδανικά από την άποψη της φαρµακοκινητικής/φαρµακοδυναµικής. Λόγω αυτών των 
ζητηµάτων το CLSI και η EUCAST έχουν συστήσει πρόσφατα µια κοινή οµάδα εργασίας, η 
οποία έχει σκοπό να εξετάσει τις µεθόδους ευαισθησίας που βασίζονται στον προσδιορισµό 
της MIC και τα όρια ευαισθησίας στις πολυµυξίνες, βασιζόµενη σε στοιχεία από πρόσφατες 
προκλινικές και κλινικές φαρµακοκινητικές/φαρµακοδυναµικές µελέτες.  
Μετά την αποµόνωση του πρώτου ανθεκτικού στην κολιστίνη στελέχους 
Acinetobacter spp. το 1999 στην Τσεχία (280) παρατηρήθηκε αύξηση των δηµοσιεύσεων 
που ανέφεραν αντοχή στην κολιστίνη σε διάφορες περιοχές σε όλο τον κόσµο (7), η οποία 
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εµφανίζεται συχνότερα µεταξύ ανθεκτικών στις καρβαπενέµες στελεχών. Ωστόσο, θα πρέπει 
να σηµειωθεί ότι παρά την παγκόσµια εξάπλωση της αντοχής στις καρβαπενέµες στο A. 
baumannii και την ολοένα και συχνότερη χρήση της κολιστίνης ως τελευταία θεραπευτική 
επιλογή δεν έχει αναφερθεί ευρεία διασπορά ανθεκτικών στην κολιστίνη στελεχών. Σύµφωνα 
µε τα δεδοµένα της ετήσιας έκθεσης επιτήρησης της µικροβιακής αντοχής στην Ευρώπη για 
το 2014 (EARS-Net), µεταξύ 2238 στελεχών Acinetobacter spp. που συλλέχθηκαν από 20 
Ευρωπαϊκές χώρες η συνολική αντοχή στις πολυµυξίνες ήταν 4%, εκ των οποίων ποσοστό 
80,1 % προήλθε από την Ελλάδα και την Ιταλία (281). Επίσης, σύµφωνα µε τα δεδοµένα της 
πολυκεντρικής µελέτης επιτήρησης της µικροβιακής αντοχής SENTRY, η οποία περιέλαβε 
στελέχη από τις Ηνωµένες Πολιτείες, την Ευρώπη, τη Λατινική Αµερική και την περιοχή της 
Ασίας-Ειρηνικού, η αντοχή στην κολιστίνη από το 2006 έως το 2011 κυµάνθηκε µεταξύ 
0,9% και 2,1% (176, 205, 206). Ακόµη, µία πρόσφατη παγκόσµια µελέτη που συµπεριέλαβε 
1312 στελέχη A. baumannii complex, τα οποία αποµονώθηκαν το 2013, ανέφερε συνολικό 
ποσοστό αντοχής στην κολιστίνη 96,4%, ενώ τα επιµέρους ποσοστά ήταν 96,3%, 94,1%, 
97,9% και 98,1% για τις Ηνωµένες Πολιτείες Αµερικής, την Ευρώπη/Μεσογειακές χώρες, τη 
Λατινική Αµερική και την περιοχή της Ασίας-Ειρηνικού, αντίστοιχα. Ακόµη υψηλότερα 
εµφανίστηκαν τα ποσοστά αντοχής µεταξύ των XDR στελεχών στις Ηνωµένες Πολιτείες 
(94,5%) και την Ευρώπη (92,6%), ενώ για τη Λατινική Αµερική και την περιοχή της Ασίας-
Ειρηνικού δεν παρατηρήθηκαν ουσιαστικές διαφορές (282). 
Παρά το γεγονός ότι ορισµένες µεµονωµένες αναφορές εµφανίζουν υψηλότερα 
ποσοστά αντοχής σπάνια τα ποσοστά υπερβαίνουν το 5% (7), ενώ όταν αυτό συµβαίνει 
συνήθως υπάρχουν σηµαντικοί περιορισµοί. Πολλές µελέτες που αναφέρουν υψηλά ποσοστά 
αντοχής στην κολιστίνη περιλαµβάνουν στελέχη που είναι ευαίσθητα στις καρβαπενέµες 
ή/και δεν συµπεριλαµβάνουν όλα τα στελέχη Acinetobacter που αποµονώνονται στο 
εκάστοτε νοσηλευτικό ίδρυµα. Για παράδειγµα, µια συχνά αναφερόµενη δηµοσίευση που 
κατέγραψε αντοχή στην κολιστίνη 16,7%, έχει τον περιορισµό ότι περιέλαβε µόνο 18 
στελέχη, εκ των οποίων τα 3 ήταν ανθεκτικά στην κολιστίνη, ενώ η συντριπτική πλειοψηφία 
των στελεχών (17/18) ήταν ευαίσθητα στις καρβαπενέµες  (283). Οµοίως, ο Ko et al. (284) 
ανέφεραν το εξαιρετικά υψηλό ποσοστό αντοχής στην κολιστίνη 31% σε 214 στελέχη A. 
baumannii από την Κορέα, ενώ το ποσοστό αντοχής στην ιµιπενέµη ήταν 8,3%. Όπως 
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ανέφεραν οι συγγραφείς, από τα 83 στελέχη που ήταν ανθεκτικά στην κολιστίνη µόνο 5 ήταν 
ανθεκτικά στην ιµιπενέµη. Παρά το γεγονός ότι ο Arroyo et al. (152) ανέφεραν ποσοστό 
αντοχής στην κολιστίνη 19,1% στην Ισπανία (21/115 στελέχη), δεν είναι σαφές πώς 
επελέγησαν αυτά τα στελέχη και κατά πόσον ή όχι αυτά αντιστοιχούσαν στο σύνολο των 
στελεχών που αποµονώθηκαν στο νοσοκοµείο τους. Επίσης, θα πρέπει να σηµειωθεί ότι στη 
χώρα µας, δεν υπάρχουν επαρκή δεδοµένα για τη δραστικότητα της κολιστίνης σε στελέχη Α. 
baumannii, καθώς το συγκεκριµένο αντιβιοτικό δεν παρακολουθείται από το εθνικό δίκτυο 
µελέτης της µικροβιακής αντοχής. 
Αν και η κολιστίνη είναι ακόµα δραστική στη συντριπτική πλειοψηφία των στελεχών 
Α. baumannii, η εµφάνιση αντοχής και ετεροαντοχής σε κλινικά στελέχη σε διάφορες 
περιοχές σε όλο τον κόσµο προκαλεί σηµαντική κλινική ανησυχία (7). Δεδοµένης της 
αυξανόµενης επικράτησης των πανανθεκτικών στελεχών τονίζεται η ανάγκη για καλύτερη 
κατανόηση των µηχανισµών αντοχής στην κολιστίνη στο Α. baumannii. 
Οι µηχανισµοί που συµβάλλουν στην αντοχή της κολιστίνης δεν είναι ακόµα 
απολύτως γνωστοί. Έχουν προταθεί από δύο διαφορετικές ερευνητικές οµάδες δύο 
ανεξάρτητοι µεταξύ τους µηχανισµοί. Ο πιο συνηθισµένος µηχανισµός είναι οι µεταλλάξεις 
και η υπερέκφραση των πρωτεϊνών του ρυθµιστικού συστήµατος PmrAB, οι οποίες οδηγούν 
σε τροποποιήσεις του λιποπολυσακχαρίτη µέσω της προσθήκης φωσφοαιθανολαµίνης στο 
λιπίδιο Α (285). Επίσης, παρατηρήσεις σε ανθεκτικά στην κολιστίνη κλινικά στελέχη Α. 
baumannii έδειξαν ότι η τροποποίηση του λιποπολυσακχαρίτη µε γαλακτοζαµίνη µπορεί να 
συµβάλλει στην αντοχή, αν και το ακριβές ρυθµιστικό µονοπάτι δεν είναι ακόµη γνωστό 
(286). Ο δεύτερος µηχανισµός είναι η πλήρης απώλεια της παραγωγής του 
λιποπολυσακχαρίτη, ως αποτέλεσµα µεταλλάξεων (αντικατάσταση, έλλειψη ή αδρανοποίηση 
µέσω εισδοχής της αλληλουχίας ISAba11) στα γονίδια lpxA, lpxC και lpxD, τα οποία 
σχετίζονται µε τη βιοσύνθεση του λιπιδίου Α (287, 288).  
Η ανάπτυξη αντοχής στην κολιστίνη έχει συσχετιστεί µε την πίεση επιλογής που 
ασκείται λόγω της παρατεταµένης χορήγησης του αντιβιοτικού (289, 290). Επί του παρόντος, 
υπάρχουν λίγες αναφορές αξιολόγησης των παραγόντων κινδύνου για την αποµόνωση των 
ανθεκτικών στην κολιστίνη στελεχών A. baumannii. Γενικά όµως, η έκθεση στην κολιστίνη 
αναγνωρίζεται ως o συχνότερος παράγοντας κινδύνου για την επιλογή των ανθεκτικών 
στελεχών. Ο Qureshi et al. περιέγραψαν τα χαρακτηριστικά 20 ασθενών από τους οποίους 
αποµονώθηκαν ανθεκτικά στην κολιστίνη στελέχη A. baumannii σε ένα νοσοκοµείο των 
ΗΠΑ, κατά τη διάρκεια 7 ετών. Όπως ανέφεραν οι συγγραφείς, στους 19 (95%) από τους 20 
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ασθενείς ανευρέθηκαν πριν από την αποµόνωση των ανθεκτικών στελεχών γενετικά 
συσχετιζόµενα ευαίσθητα στην κολιστίνη A. baumannii, ενώ στο µεσοδιάστηµα των 
αποµονώσεων µεταξύ των ευαίσθητων και των ανθεκτικών στελεχών οι ασθενείς είχαν 
εκτεθεί σε ενδοφλέβια και/ή εισπνεόµενη µορφή κολιστίνης (291). 
Η αντοχή στην κολιστίνη, επίσης, µπορεί να αναπτυχθεί από βακτήρια 
ετεροανθεκτικά στο αντιβιοτικό αυτό. Ως ετεροαντοχή ορίζεται η εµφάνιση της αντοχής σε 
ένα υποπληθυσµό βακτηριακών κυττάρων, ο οποίος µπορεί να επιβιώσει σε συγκέντρωση 
κολιστίνης µεγαλύτερη από 2 mg/L και αποτελεί µέρος ενός κατά τα άλλα ευαίσθητου 
πληθυσµού (MIC ≤2 mg/L). Έχει θεωρηθεί ότι η µονοθεραπεία µε κολιστίνη, καθώς και η 
χορήγησή της για µεγάλα χρονικά διαστήµατα ή η χορήγηση υποθεραπευτικών δόσεων 
ενδεχοµένως ευνοούν την επιλογή και πολλαπλασιασµό ενός ανθεκτικού υποπληθυσµού και 
οδηγούν στην ανάπτυξη της αντοχής στην κολιστίνη (292–294). Γενικά, η ετεροαντοχή στην 
κολιστίνη είναι αρκετά συχνή στα πολυανθεκτικά A. baumannii (7, 292). Δυστυχώς, η 
κατάλληλη µεθοδολογία για την αποκάλυψη των ετεροανθεκτικών υποπληθυσµών είναι η 
πληθυσµιακή ανάλυση, η οποία είναι χρονοβόρα και ως εκ τούτου δεν επιτρέπεται η 
εφαρµογή της σε µικροβιολογικά εργαστήρια ρουτίνας. 
Επίσης, µελέτες έχουν δείξει ότι η αντοχή στην κολιστίνη µπορεί να επηρεάσει την 
αντοχή σε άλλες κατηγορίες αντιµικροβιακών (295, 296). Σε µια µελέτη, η οποία συνέκρινε 
τα αντιβιογράµµατα ευαίσθητων στην κολιστίνη κλινικών στελεχών Α. baumannii µε εκείνα 
των αντίστοιχων ανθεκτικών στην κολιστίνη στελεχών που παρήχθησαν in vitro, 
παρατηρήθηκε ότι τα ανθεκτικά στελέχη ήταν πιο ευαίσθητα σε άλλα αντιβιοτικά συγκριτικά 
µε τα προγονικά τους ευαίσθητα στην κολιστίνη στελέχη (295). Ωστόσο, η κλινική σηµασία 
αυτού του ευρήµατος χρήζει περαιτέρω διερεύνησης, καθώς στην κλινική πράξη τα 
περισσότερα ανθεκτικά στην κολιστίνη στελέχη είναι συνήθως ανθεκτικά σε ένα ευρύ φάσµα 
άλλων αντιβιοτικών. 
Η ανάπτυξη της αντοχής στην κολιστίνη µπορεί να επιφέρει βιολογικό κόστος και να 
επηρεάζει τη λοιµογόνο δύναµη στα στελέχη Α. baumannii. Προηγούµενες µελέτες ανέφεραν 
ότι οι αλλαγές στο σύστηµα PmrAB σε κλινικά ή εργαστηριακά, ανθεκτικά στην κολιστίνη 
στελέχη έχουν συσχετιστεί µε διαταραχές της φυσικής κατάστασης και της 
µολυσµατικότητας, όπως αντανακλάται από τη µειωµένη βακτηριακή ανάπτυξη και τη 
θνησιµότητα σε πειραµατικά µοντέλα  (290, 297–299). Η µειωµένη µολυσµατικότητα των 
ανθεκτικών στην κολιστίνη στελεχών υποστηρίχθηκε, επίσης, από κλινικές παρατηρήσεις 
(289). Ακόµη, µία µελέτη πρωτεωµικής ανάλυσης έδειξε ότι τα ανθεκτικά στην κολιστίνη 
στελέχη A. baumannii µε µειωµένη λοιµογόνο δύναµη,  τα οποία επιλέγησαν in vitro από 
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ευαίσθητα στην κολιστίνη στελέχη, εµφάνισαν διαφορετική έκφραση σε 35 πρωτεΐνες. Οι 
πρωτεΐνες αυτές, οι περισσότερες από τις οποίες υποεκφράστηκαν στα ανθεκτικά στελέχη, 
περιελάµβαναν πρωτεΐνες της εξωτερικής µεµβράνης, συνοδούς πρωτεΐνες (chaperones), 
µεταφραστικούς παράγοντες και ένζυµα που εµπλέκονται στον µεταβολισµό (300). 
 
8.3. Αντοχή στην τιγεκυκλίνη: Επιδηµιολογία και µηχανισµοί 
 
Η τιγεκυκλίνη είναι ηµισυνθετικό παράγωγο της µινοκυκλίνης και ασκεί τη δράση της 
αναστέλλοντας την 30S υποµονάδα του ριβοσώµατος. Έχει εγκριθεί από τον FDA για 
επιπλεγµένες λοιµώξεις του δέρµατος και µαλακών µορίων, επιπλεγµένες ενδοκοιλιακές 
λοιµώξεις και την εξωνοσοκοµειακή βακτηριακή πνευµονία (301). Ωστόσο, η τιγεκυκλίνη 
χρησιµοποιείται εκτός των εγκεκριµένων ενδείξεων ως θεραπεία τελευταίας εκλογής για την 
αντιµετώπιση των λοιµώξεων που οφείλονται κυρίως σε MDR Gram-αρνητικά βακτήρια, 
συµπεριλαµβανοµένου του A. baumannii. 
Διάφορες µελέτες από όλο τον κόσµο σχετικά µε την in vitro δράση της τιγεκυκλίνης 
έναντι στελεχών Acinetobacter spp. αναφέρουν ένα ευρύ φάσµα των ποσοστών αντοχής που 
κυµαίνεται από 0% έως 81% (301). Αυτό θα µπορούσε να οφείλεται σε διάφορους λόγους, 
όπως είναι το έτος συλλογής και το µικρό µέγεθος του δείγµατος των στελεχών, η πιθανή 
κλωνική συγγένεια µεταξύ των στελεχών ή η συµπερίληψη σε ορισµένες µελέτες µόνο MDR 
στελεχών A. baumannii, τα οποία τείνουν να εµφανίζουν υψηλότερα ποσοστά αντοχής. 
Επιπλέον, τα προβλήµατα στις µεθόδους ελέγχου ευαισθησίας που αναφέρθηκαν νωρίτερα 
και τα ερµηνευτικά κριτήρια που η κάθε µελέτη υιοθετεί φαίνεται ότι παίζουν ρόλο και 
δυσχεραίνουν τη συγκριτική αξιολόγηση των ποσοστών αντοχής. 
Σε γενικές γραµµές, όπως προκύπτει από παγκόσµιες µελέτες επιτήρησης η 
τιγεκυκλίνη εµφανίζει συνολικά καλή δραστικότητα έναντι των στελεχών A. baumannii και 
συµβάλει στην επιτυχή θεραπεία των αντίστοιχων λοιµώξεων στην κλινική πράξη (302–304). 
Οι µελέτες αυτές χρησιµοποιούν για τον έλεγχο της ευαισθησίας στην τιγεκυκλίνη τη µέθοδο 
BMD, που θεωρείται επί του παρόντος η µέθοδος αναφοράς. Έτσι λοιπόν, σύµφωνα µε µία 
πρόσφατη µελέτη αξιολόγησης και επιτήρησης της τιγεκυκλίνης (TEST) που συµπεριέλαβε 
6743 MDR στελέχη A. baumannii, τα οποία αποµονώθηκαν από όλο τον κόσµο κατά την 
περίοδο 2004-2013, η τιγεκυκλίνη εµφάνισε MIC90 2 µg/ml (303). Παρόµοια αποτελέσµατα 
προέκυψαν και από µία άλλη παγκόσµια µελέτη TEST, η οποία συµπεριέλαβε 10.149 
στελέχη A. baumannii που αποµονώθηκαν το διάστηµα 2004-2009: η MIC50 και η MIC90 
στην τιγεκυκλίνη ήταν 0.5 και 2 µg/ml, αντίστοιχα. Επίσης, παρόλο που παρατηρήθηκε 
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αύξηση στον γεωµετρικό µέσο όρο της ΜIC στην τιγεκυκλίνη από το 2004 έως το 2009, 
αυτή ήταν πολύ µικρή (0.3 έναντι 0.5, αντίστοιχα) (304). Στη χώρα µας, δεν υπάρχουν 
επαρκή δεδοµένα για τη δραστικότητα της τιγεκυκλίνης σε στελέχη A. baumannii. Σύµφωνα 
µε µία µελέτη, η οποία έλεγξε 56 ανθεκτικά στις καρβαπενέµες A. baumannii που 
αποµονώθηκαν από πέντε νοσοκοµεία κατά το διάστηµα 2008-2011, η MIC50 και η MIC90 
στην τιγεκυκλίνη ήταν 2 και 4 µg/ml, αντίστοιχα (171).  
Αν και οι µηχανισµοί αντοχής στην τιγεκυκλίνη δεν έχουν ακόµη αποσαφηνιστεί 
πλήρως, φαίνεται ότι οι αντλίες εκροής διαδραµατίζουν τον σπουδαιότερο ρόλο. Στις  
περισσότερες περιπτώσεις η αντοχή οφείλεται στην υπερέκφραση της αντλία εκροής 
πολλαπλών φαρµάκων AdeABC (305). Μία άλλη αντλία εκροής που θεωρείται ενδογενής 
στο A. baumannii, η αντλία AdeIJK, έχει επίσης αναφερθεί ότι επιδρά στην 
αποτελεσµατικότητα της τιγεκυκλίνης, ενεργώντας συνεργιστικά µε την αντλία AdeABC 
(306). Παρά το γεγονός ότι σύµφωνα µε παρατηρήσεις η τιγεκυκλίνη είναι, επίσης, 
υπόστρωµα της αντλίας εκροής AdeFGH (307), τελικά φαίνεται ότι µόνο οι αντλίες 
AdeABC και AdeIJK εµπλέκονται στην αντοχή σε κλινικά στελέχη A. baumannii (307–309). 
Επίσης, πρόσφατα αναφέρθηκε ότι µια µετάλλαξη στο γονίδιο trm, το οποίο κωδικογραφεί 
µία µεθυλτρανσφεράση, συνδέθηκε µε µειωµένη ευαισθησία στην τιγεκυκλίνη σε ένα 
στέλεχος Α. baumannii. Ωστόσο, απαιτούνται περαιτέρω µελέτες για να διευκρινιστεί ο 
πιθανός ρόλος αυτής της µεθυλτρανσφεράσης στη µειωµένη ευαισθησία της τιγεκυκλίνης 
(310).  
Tα επίπεδα αντοχής της τιγεκυκλίνης έναντι των στελεχών A. baumannii µπορεί να 
αυξηθούν κατά τη διάρκεια της θεραπείας µε τιγεκυκλίνη, ακόµη και σε περίπτωση 
σύντοµης έκθεση στο φάρµακο, θέτοντας σε κίνδυνο την αποτελεσµατικότητά της (301, 311). 
Όµως, ανθεκτικά στελέχη έχουν αποµονωθεί και από ασθενείς χωρίς προηγούµενη χορήγηση 
τιγεκυκλίνης, ίσως εν µέρει λόγω της υπερέκφρασης της αντλίας AdeABC που προκαλείται 
από άλλα αντιβιοτικά, τα οποία είναι επίσης υποστρώµατα για την ίδια αντλία. Επιπλέον, 
αξίζει να σηµειωθεί ότι αντοχή στην τιγεκυκλίνη έναντι MDR στελεχών A. baumannii έχει 
αναφερθεί ακόµη και πριν από τη διάθεση του φαρµάκου για εµπορική χρήση (301). 
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I. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΜΕΛΕΤΗΣ 
 
Κατά τη διάρκεια των τελευταίων ετών, η συντριπτική πλειοψηφία των στελεχών A. 
baumannii στα Eλληνικά νοσοκοµεία είναι ανθεκτικά στις καρβαπενέµες. Τα στελέχη αυτά 
αποτελούν σήµερα το συχνότερο παθογόνο στη ΜΕΘ. Επίσης, η αντοχή στην κολιστίνη 
µεταξύ των στελεχών A. baumannii είναι δυστυχώς ένα ολοένα και περισσότερο 
παρατηρούµενο φαινόµενο, όχι µόνο στην Ελλάδα αλλά και σε πολλές Ευρωπαϊκές χώρες.  
H αξιόπιστη ανίχνευση της αντοχής στα κλινικά εργαστήρια είναι εξαιρετικά 
σηµαντική για τη θεραπευτική αντιµετώπιση των αντίστοιχων λοιµώξεων και ειδικά όταν τα 
στελέχη A. baumannii είναι ευαίσθητα σε ελάχιστα ή κανένα άλλο αντιβιοτικό, οπότε είναι 
απαραίτητη η χορήγηση κολιστίνης. Την περίοδο έναρξης της παρούσας διατριβής, λίγες 
µελέτες είχαν αξιολογήσει την απόδοση των µεθόδων ευαισθησίας στην κολιστίνη, 
εµφανίζοντας αµφιλεγόµενα αποτελέσµατα, ενώ η βέλτιστη µέθοδος ήταν ακόµη υπό 
διερεύνηση. 
Η ανάπτυξη αντοχής στην κολιστίνη προκαλεί έντονη κλινική ανησυχία και καθιστά 
απαραίτητη τη βαθύτερη κατανόηση των υποκείµενων µηχανισµών και των παθογενετικών 
χαρακτηριστικών των ανθεκτικών στην κολιστίνη στελεχών. 
Επιπλέον, η αύξηση της συχνότητας των λοιµώξεων και της αντοχής των A. 
baumannii στα αντιβιοτικά καθιστά σηµαντική την επιτήρηση της εξέλιξής τους, σε τοπικό 
αλλά, ακόµη περισσότερο, σε εθνικό επίπεδο. Παράδειγµα της εξέλιξης αυτής σε διεθνές 
επίπεδο αποτελεί ότι τα τελευταία χρόνια µελέτες σε αρκετές Ευρωπαϊκές χώρες είχαν δείξει 
ότι οι OXA-23 τείνουν να αντικαταστήσουν σταδιακά τις OXA-58 καρβαπενεµάσες µεταξύ 
των A. baumannii. Σε προηγούµενη εθνική µελέτη στην Ελλάδα, η OXA-58 βρέθηκε ότι 
ήταν η µοναδική καρβαπενεµάση µεταξύ των CRAB στελεχών που αποµονώθηκαν από το 
2000 έως το 2009. Επίσης, η αντοχή στις καρβαπενέµες βαίνει αυξανόµενη τόσο στην 
Ελλάδα όσο και διεθνώς, όπως και η αντοχή στην κολιστίνη, οπότε είναι ιδιαίτερα 
σηµαντική η ενδελεχής παρακολούθηση των εξελίξεων αυτών στη χώρα µας. Η τιγεκυκλίνη 
είναι, επίσης, ένα από τα λίγα αντιβιοτικά που παραµένει δραστικό έναντι των A. baumannii 
στην Ελλάδα, οπότε η διερεύνηση της δραστικότητάς της σε εθνικό επίπεδο κρίνεται 
ιδιαίτερα σηµαντική. 
Με βάση τα παραπάνω, ο σκοπός των πειραµάτων που εκτελέστηκαν σε αυτή τη 
µελέτη διδακτορικής διατριβής ήταν: 
1. Να διερευνηθεί η απόδοση εµπορικών µεθόδων προσδιορισµού της ευαισθησίας στην 
κολιστίνη που χρησιµοποιούνται στα µικροβιολογικά εργαστήρια σε σύγκριση µε τις 
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πρότυπες µεθόδους, ειδικά σε στελέχη µε υψηλές τιµές MIC. 
2. Να διερευνηθούν οι φαινοτυπικές, γενωµικές και παθογενετικές µεταβολές που 
σχετίζονται µε την ανάπτυξη της αντοχής στην κολιστίνη. Η µελέτη αυτή εκτελέστηκε σε 
οκτώ ανθεκτικά στην κολιστίνη στελέχη που προήλθαν από τρεις γεωγραφικές περιοχές. 
Επίσης, διερευνήθηκαν σε βάθος δύο ζεύγη κολιστίνη-ευαίσθητων/κολιστίνη-ανθεκτικών, 
γενετικά σχετιζόµενων µεταξύ τους, κλινικών στελεχών A. baumannii, προερχόµενα το 
καθένα από τον ίδιο ασθενή.  
3. Η πολυκεντρική επιδηµιολογική διερεύνηση µιας µεγάλης συλλογής ανθεκτικών στις 
καρβαπενέµες στελεχών A. baumannii, τα οποία αποµονώθηκαν από 11 νοσοκοµεία σε 8 
γεωγραφικές περιοχές σε όλη την Ελλάδα, κατά τη διάρκεια του 2015. Στη συλλογή αυτή 
µελετήθηκαν οι φαινότυποι αντοχής µε έµφαση στις καρβαπενέµες, µινοκυκλίνη/ 
τιγεκυκλίνη και κολιστίνη, ενώ αναζητήθηκαν οι επικρατούντες µηχανισµοί αντοχής στις 
καρβαπενέµες, η γενετική συγγένεια και η κλωνική εξέλιξη των στελεχών. 	
 
II. ΥΛΙΚΟ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ  
 
1. Βακτηριακά στελέχη 
 
Κατά τη διάρκεια της διατριβής, µελετήθηκαν συνολικά 216 πολυανθεκτικά στελέχη A. 
baumannii, τα οποία αποµονώθηκαν κατά την περίοδο µεταξύ 2008 και 2015 από κλινικά 
δείγµατα ασθενών διαφόρων νοσηλευτικών ιδρυµάτων της Βόρειας, Δυτικής, Κεντρικής και 
Νότιας Ελλάδας. Αναλυτικότερα, τα νοσοκοµεία από τα οποία προήλθαν τα στελέχη είναι: 
Πανεπιστηµιακό Γενικό Νοσοκοµείο (ΠΓΝ) Αλεξανδρούπολης (10 στελέχη), Γενικό 
Νοσοκοµείο (ΓΝ) Σερρών (32), ΠΓΝ Θεσσαλονίκης “ΑΧΕΠΑ” (16), ΠΓΝ Ιωαννίνων (20), 
ΠΓΝ Λάρισας (8), Γενική Κλινική Ιασώ Θεσσαλίας (6), ΓΝ Πειραιά “Τζάνειο” (29), ΓΝ 
Αθηνών “Ευαγγελισµός” (22), ΓΝ Αττικής “ΚΑΤ” (20), ΓΝ Αθηνών “Γ. Γεννηµατάς” (20), 
Ευγενίδειο Θεραπευτήριο του Εθνικού Καποδιστριακού Πανεπιστηµίου Αθηνών (15) και 
ΠΓΝ Ηρακλείου (18). Η αρχική φαινοτυπική ταυτοποίηση των στελεχών πραγµατοποιήθηκε 
χρησιµοποιώντας κλασικές µικροβιολογικές τεχνικές και αυτοµατοποιηµένα συστήµατα 
[κυρίως το σύστηµα Vitek 2 και σε 31 στελέχη το σύστηµα Microscan (Beckman-Coulter, 
Inc)]. Επίσης, ο έλεγχος ευαισθησίας στα αντιβιοτικά έγινε αρχικά χρησιµοποιώντας 
αυτοµατοποιηµένα µηχανήµατα. Όλα τα στελέχη ήταν ανθεκτικά στις καρβαπενέµες. 
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Αρκετά από αυτά είχαν επιλεγεί έτσι ώστε να εµφανίζουν αντοχή στην κολιστίνη, η οποία 
συχνά αποτελεί το µόνο δραστικό αντιβιοτικό για τη θεραπεία των αντίστοιχων λοιµώξεων.  
Στο σύνολο των στελεχών, το 58,8% (127 στελέχη) προήλθε από τη ΜΕΘ, το 19,9% 
(43) από Κλινικές του Παθολογικού Τοµέα, το 15,7% (34) από Κλινικές του Χειρουργικού 
Τοµέα, το 1,9% (4) από Κέντρο Αποκατάστασης και Αποθεραπείας και το 3,7% (8) από 
εξωτερικούς ασθενείς. Όσον αφορά στην πηγή αποµόνωσης, το 45,4% των στελεχών (98 
στελέχη) προήλθε από αίµα, 21,8% (47) από πτύελα και βρογχικές εκκρίσεις, 12% (26) από 
τραύµατα και κατακλίσεις, 8,3% (18) από ούρα και 12,5% (27) από διάφορα υλικά.  
Τα πρότυπα στελέχη Escherichia coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 και 
A. baumannii ATCC 19606 χρησιµοποιήθηκαν για τον ποιοτικό έλεγχο σε όλες τις µεθόδους 
προσδιορισµού της ελάχιστης ανασταλτικής πυκνότητας. Για την ανίχνευση του γονιδίου 
blaOXA-51-like, το πρότυπο στέλεχος ATCC 19606 χρησιµοποιήθηκε σαν στέλεχος ελέγχου, 
ενώ για την ανίχνευση των γονιδίων blaOXA-58-like και blaOXA-23-like χρησιµοποιήθηκαν τα 
στελέχη Α. baumannii Ab221 και Ab601, τα οποία προηγουµένως είχαν ταυτοποιηθεί στο 
Εργαστήριό µας ότι είναι θετικά για τα αντίστοιχα γονίδια. Επίσης, το A. baumannii ATCC 
19606 χρησιµοποιήθηκε ως στέλεχος ελέγχου στις in vitro δοκιµασίες µελέτης του ρυθµού 
ανάπτυξης, ανταγωνισµού και παραγωγής βιοµεµβράνης. 
Η συλλογή περιείχε ένα στέλεχος Α. baumannii ανά ασθενή, µε εξαίρεση τα δύο 
ζεύγη στελεχών που προαναφέρθηκαν. Πριν τη χρήση τους στη µελέτη, τα στελέχη 
αποθηκεύτηκαν σε ζωµό brain heart infusion µε περιεκτικότητα γλυκερόλης 15%, στους  
-80ºC. 
 
2. Ταυτοποίηση των στελεχών της συλλογής 
 
Η προκαταρκτική ταυτοποίηση των στελεχών έγινε µε αυτοµατοποιηµένα συστήµατα 
(κυρίως το Vitek 2). Ωστόσο, όπως ήδη προαναφέρθηκε, τα αυτοµατοποιηµένα συστήµατα 
αδυνατούν να κάνουν διαχωρισµό µεταξύ των ειδών A. baumannii, Α. pittii και Α. 
nosocomialis, τα οποία περιλαµβάνονται στο A. baumannii group, και ταυτοποιούν και τα 
τρία αυτά είδη ως A. baumannii. Έτσι λοιπόν, η ταυτοποίηση του είδους ως A. baumannii 
επιβεβαιώθηκε σε όλα τα στελέχη της συλλογής µε τη µοριακή ανίχνευση της χρωµοσωµικά 
επαγώγιµης οξακιλλινάσης blaOXA-51-like µε PCR (86) και σε επιλεγµένα στελέχη µε τη 
µοριακή επιδηµιολογική µέθοδο MLST (ταξινόµηση σε ειδικούς για το A. baumannii ST 
τύπους), όπως περιγράφεται παρακάτω.  
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2.1. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης  
 
Η PCR είναι γρήγορη και ευαίσθητη µέθοδος, η οποία βασίζεται στον πολλαπλασιασµό ενός 
τµήµατος DNA γνωστής αλληλουχίας µε τη βοήθεια δύο ολιγονουκλεοτιδικών εκκινητών 
(primers) και µιας ειδικής θερµοανθεκτικής πολυµεράσης. Οι εκκινητές (forward ή 
εµπρόσθιος και reverse ή ανάστροφος) είναι συµπληρωµατικοί µε µία από τις αλυσίδες του 
δίκλωνου DNA. Η αντίδραση λαµβάνει χώρα σε ειδικούς θερµοκυκλοποιητές και κάθε 
κύκλος περιλαµβάνει τρία στάδια: την αποδιάταξη του δίκλωνου DNA (denaturation) µε 
θέρµανση στους 95°C, τον υβριδισµό των εκκινητών στις συµπληρωµατικές αλληλουχίες του 
DNA εκµαγείου (annealing) µε ψύξη του δείγµατος στους 50-60°C και τέλος την 
επιµήκυνση των εκκινητών (extension-elongation) στους 72°C από τη θερµοάντοχη 
πολυµεράση, παρουσία των τεσσάρων δεοξυριβονουκλεοτιδίων (dNTPs: dATP, dTTP, dCTP, 
dGTP). Σε κάθε κύκλο η ποσότητα του DNA διπλασιάζεται, έτσι ώστε µετά από αρκετούς 
κύκλους προκύπτει µεγάλος αριθµός αντιγράφων του DNA στόχου. 
Στην παρούσα διατριβή, η τεχνική της PCR χρησιµοποιήθηκε αρχικά στην ανίχνευση 
του ενδογενούς γονιδίου blaOXA-51-like για την ταυτοποίηση του είδους A. baumannii (86). 
Αναλυτικότερα, χρησιµοποιήθηκαν οι εκκινητές που έχουν περιγραφεί στη βιβλιογραφία για 
τον πολλαπλασιασµό ολόκληρου (825 bp) ή µέρους (353 bp) του γονιδίου, οι οποίοι 
παρατίθενται στους Πίνακες 2 και 6, αντίστοιχα, µαζί µε τις συνθήκες που εφαρµόστηκαν. 
Επίσης, η τεχνική της PCR εφαρµόστηκε στην ανίχνευση γονιδίων αντοχής 
(καρβαπενεµάσες, γονίδια που σχετίζονται µε την αντοχή στην κολιστίνη) καθώς και στις 
διάφορες µεθόδους τυποποίησης (MLST, 2 multiplex PCRs, SBT), όπως περιγράφεται 
αναλυτικά παρακάτω. 
Σε όλες τις περιπτώσεις το µείγµα της αντίδρασης περιείχε 0.4 µΜ από κάθε εκκινητή, 
0.2 mΜ από το κάθε τριφωσφορικό δεοξυριβονουκλεοτίδιο (Agilent Technologies, Inc., 
Santa Clara, CA, USA), ρυθµιστικό διάλυµα 1X Paq5000 DNA Polymerase Buffer που 
περιείχε την κατάλληλη συγκέντρωση Mg++, 2.5 U πολυµεράση Paq5000 DNA Polymerase 
(Agilent Technologies) και περίπου 100 ng γενωµικό DNA, σε τελικό όγκο 50 µl. Οι 
αντιδράσεις πραγµατοποιήθηκαν στον θερµοκυκλοποιητή Mini Cycler της MJ Research. Οι 
συνθήκες που εφαρµόστηκαν ήταν αρχική αποδιάταξη στους 95ºC για 2 min και 
ακολουθούσαν 30 κύκλοι που ο καθένας περιελάµβανε αποδιάταξη στους 95ºC για 20 sec, 
υβριδισµό των εκκινητών στους 46 έως 57ºC (ανάλογα µε το ζεύγος των εκκινητών) για 20 
sec και επιµήκυνση στους 72ºC. Αµέσως µετά το πέρας των 30 κύκλων ακολουθούσε η 
τελική επιµήκυνση στους 72ºC για 5 min. Σε κάθε περίπτωση, µετά την ολοκλήρωση της 
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PCR πραγµατοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 1,5% και τα βαµµένα µε 
βρωµιούχο αιθίδιο προϊόντα κατέστησαν ορατά στο υπεριώδες φως. 
 
2.2. Εκχύλιση του βακτηριακού DNA 
 
Η εξαγωγή του γενωµικού DNA που χρησιµοποιήθηκε στις αντιδράσεις PCR 
πραγµατοποιήθηκε µε το QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Valencia, CA). Εν συντοµία, 
λίγες αποικίες καθαρού καλλιεργήµατος µικροβίου εναιωρήθηκαν σε 180 µl λυτικού 
διαλύµατος (Buffer ATL). Προστέθηκαν 20 µl Proteinase K, έγινε ανάδευση και το δείγµα 
επωάστηκε στους 56ºC για 2 h. Έπειτα, προστέθηκαν 200 µl λυτικού διαλύµατος (Buffer 
AL), έγινε οµογενοποίηση του µείγµατος µε ανάδευση και ακολούθως επώαση στους 70ºC 
για 10 min. Ακολούθησε η προσθήκη 200 µl αιθανόλης (96–100%) και καλή ανάδευση του 
µείγµατος. Το µείγµα µεταφέρθηκε σε ειδική στήλη εκχύλισης (QIAamp Mini spin column), 
η οποία είχε τοποθετηθεί σε σωληνάριο των 2 ml. Η στήλη φυγοκεντρήθηκε για 1 min στις 
8000 rpm και ακολούθως µεταφέρθηκε σε νέο σωληνάριο. Προστέθηκαν 500 µl διαλύµατος 
πλύσεως (Buffer AW1) και ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 8000 rpm για 1 min. Έπειτα, 
προστέθηκαν 500 µl διαλύµατος πλύσεως (Buffer AW2) και η στήλη φυγοκεντρήθηκε στις 
14000 rpm για 3 min. Ακολούθησε µία επιπλέον φυγοκέντρηση στις 14000 rpm για 1 min, 
για την καλύτερη δυνατή αποµάκρυνση των υπολειµµάτων των διαλυµάτων έκπλυσης. 
Τέλος, η στήλη µεταφέρθηκε σε νέο σωληνάριο, προστέθηκαν 200 µl διαλύµατος εκπλύσεως 
(Buffer AE), έγινε επώαση σε θερµοκρασία δωµατίου για 5 min και φυγοκέντρηση στις 8000 
rpm για 1 min. Η στήλη απορρίφθηκε και το σωληνάριο που περιείχε πλέον το κεκαθαρµένο 
γενωµικό DNA συντηρήθηκε στους -20ºC µέχρι τη χρήση του. 
 
3. Μελέτη συγκριτικής αξιολόγησης των µεθόδων ελέγχου ευαισθησίας στην 
κολιστίνη  
 
Όπως ήδη προαναφέρθηκε, οι µέθοδοι προσδιορισµού της ευαισθησίας στην κολιστίνη 
παρουσιάζουν ποικίλα προβλήµατα. Για τον λόγο αυτόν, δόθηκε εξ’ αρχής µεγάλη έµφαση 
στον καθορισµό της καταλληλότερης µεθόδου για τον προσδιορισµό της ευαισθησίας στην 
κολιστίνη στα στελέχη της µελέτης µας. Οι περισσότερες µελέτες που διερευνούν την 
ακρίβεια των µεθόδων ευαισθησίας στην κολιστίνη χρησιµοποιούν, κατά κύριο λόγο, 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 02:23:37 EEST - 137.108.70.13
	 55	
συλλογές αποτελούµενες από ευαίσθητα Gram-αρνητικά βακτήρια, ενώ σπάνια οι µέθοδοι 
αυτές έχουν εφαρµοστεί σε ανθεκτικά στην κολιστίνη βακτήρια. 
Στη µελέτη αυτή αξιολογήθηκαν συγκριτικά έξι πρότυπες και εµπορικές µέθοδοι 
προσδιορισµού της MIC στην κολιστίνη σε µια συλλογή CRAB στελεχών, τα οποία είχαν 
αυξηµένες MICs στην κολιστίνη σύµφωνα µε τον προκαταρκτικό έλεγχο ρουτίνας. 
 
3.1. Βακτηριακά στελέχη της µελέτης 
 
Μελετήθηκαν 20 κλινικά CRAB στελέχη, τα οποία αποµονώθηκαν από τέσσερα Eλληνικά 
νοσοκοµεία (ΓΝ Αθηνών “Ευαγγελισµός”, ΓΝ Πειραιά “Τζάνειο”, ΠΓΝ Λάρισας, ΓΝ 
Σερρών) κατά την περίοδο 2008-2013. Τα στελέχη αποµονώθηκαν κυρίως από ασθενείς µε 
µικροβιαιµίες (45%), λοιµώξεις της αναπνευστικής οδού (20%), λοιµώξεις δέρµατος και 
µαλακών µορίων (15%) και άλλες λοιµώξεις (20%). Λόγω της µη ευαισθησίας στις 
καρβαπενέµες, η κολιστίνη κρίθηκε αναγκαία για τη θεραπεία των αντίστοιχων λοιµώξεων. 
Ωστόσο, κατά τον καθιερωµένο έλεγχο ευαισθησίας στα αντιβιοτικά, που πραγµατοποιήθηκε 
στη ρουτίνα των συµµετεχόντων Εργαστηρίων και βασίστηκε κυρίως σε αυτοµατοποιηµένα 
συστήµατα, τα στελέχη ταυτοποιήθηκαν ως µη ευαίσθητα στην κολιστίνη (MIC >2 µg/ml). 
Λόγω των προαναφερθέντων προβληµάτων και δυσκολιών που παρουσιάζει ο έλεγχος 
ευαισθησίας στην κολιστίνη, τα στελέχη εστάλησαν στο Εργαστήριό µας για την περαιτέρω 
αξιολόγηση των αποτελεσµάτων ευαισθησίας και επιβεβαίωση ότι η κολιστίνη δεν µπορούσε 
πράγµατι να χρησιµοποιηθεί για τις λοιµώξεις που αυτά προκάλεσαν. Πριν από τη χρήση 
τους στη µελέτη τα στελέχη είχαν αποθηκευθεί σε ζωµό γλυκερόλης στους -80°C και 
ανακαλλιεργήθηκαν σε ΜΗΑ δύο φορές πριν από τις δοκιµές ευαισθησίας.  
 
3.2. Μοριακός έλεγχος για την ανίχνευση καρβαπενεµασών 
 
Αρχικά, η αντοχή των στελεχών στις καρβαπενέµες (ιµιπενέµη, µεροπενέµη) επιβεβαιώθηκε 
µε Εtest. Ακολούθως, στα στελέχη πραγµατοποιήθηκε PCR για όλα τα γονίδια που 
κωδικογραφούν για γνωστές καρβαπενεµάσες τύπου οξακιλλινάσης (blaOXA-51-like, blaOXA-58-
like, blaOXA-23-like, blaOXA-40-like) και µεταλλο-β-λακταµάσης (blaIMP-like, blaVIM-like, blaSIM), 
σύµφωνα µε την υπάρχουσα βιβλιογραφία. Οι εκκινητές, το µέγεθος των προϊόντων και οι 
συνθήκες που χρησιµοποιήθηκαν για τις PCR παρουσιάζονται στον Πίνακα 2. 
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Πίνακας 2. Εκκινητές για την ανίχνευση καρβαπενεµασών    
Γονίδιο Εκκινητής Αλληλουχία εκκινητή                       (5' - 3') 
Μέγεθος 
προϊόντος 
(bp) 
Συνθήκες PCR  Αναφορά 
       
Complete 
ORF of 
blaOXA-51-like 
5'OXA-51-
like-all-F 
ATGAACATTAAAGCACTC 825 95°C 2 min  (247) 
  95°C 20 sec   
   46°C 20 sec   *30  
   72°C 30 sec   
3'OXA-51-
like-all-R 
CTATAAAATACCTAATTGTTC  72°C 5 min   
      
             blaOXA-23-like F GATGTGTCATAGTATTCGTCG  1062   (220) 
 R TCACAACAACTAAAAGCACTG  95°C 2 min   
    95°C 20 sec   blaOXA-40-like F GTACTAATCAAAGTTGTGAA 1023 53°C 20 sec   *30 (220) 
 R TTCCCCTAACATGAATTTGT   72°C 30 sec   
    72°C 5 min   blaOXA-58-like OXA-58A  CGATCAGAATGTTCAAGCGC  528   (312) 
 OXA-58B  ACGATTCTCCCCTCTGCGC       
            blaIMP-like IMP-F CTACCGCAGCAGAGTCTTTG 587   (313) 
 IMP-R AACCAGTTTTGCCTTACCAT  95°C 2 min   
    95°C 20 sec   blaVIM-like VIM-F TGGGCCATTCAGCCAGATC 510 55°C 20 sec   *30 (314) 
 VIM-B ATGGTGTTTGGTCGCATATC  72°C 30 sec   
    72°C 5 min   blaSIM-1 SIM1-F  TACAAGGGATTCGGCATCG  552   (261) 
  SIM1-R  TAATGGCCTGTTCCCATGTG         
 
 
3.3. Μέθοδοι in vitro προσδιορισµού της MIC στην κολιστίνη  
 
Οι δοκιµές in vitro προσδιορισµού της MIC στην κολιστίνη βασίστηκαν σε πρότυπες και 
εµπορικές µεθόδους. Αναλυτικότερα, οι µεθοδολογίες που εφαρµόστηκαν είναι η BMD, η 
BMD-P80, η AD, η µέθοδος κλιµακωτής διάχυσης µε δύο διαφορετικές ταινίες 
διαβαθµισµένης συγκέντρωσης αντιβιοτικού (Etest και MTS) και το αυτοµατοποιηµένο 
σύστηµα Vitek 2.  
Οι πρότυπες µέθοδοι αραιώσεως σε ζωµό και άγαρ διεξήχθησαν σύµφωνα µε τις 
οδηγίες του CLSI (141, 302), µε τη χρήση σκόνης θειικής κολιστίνης (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO, Αριθµός παρτίδας: SLBK0713V), η οποία ανασυστάθηκε σε αποστειρωµένο, 
απεσταγµένο νερό αµέσως πριν από τη χρήση, σύµφωνα µε τις οδηγίες της κατασκευάστριας 
εταιρείας, έτσι ώστε τελικά να παρασκευαστεί µητρικό διάλυµα (stock solution) κολιστίνης 
συγκέντρωσης 5,120 µg/ml.  
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Η µέθοδος BMD διεξήχθηκε σε πλάκα µικροτιτλοδότησης πολυστυρενίου των 96 
βοθρίων µε στρογγυλό (σε σχήµα U) πυθµένα (Costar 3799; Corning, NY, USA), µε 
ενοφθαλµισµό βακτηριακού εναιωρήµατος 5 × 105 CFU/ml (100 µl από αραίωση 1:100 
εναιωρήµατος θολερότητας 0.5 της πρότυπης κλίµακας McFarland) σε ζωµό Mueller Hinton 
II µε ρύθµιση κατιόντων Ca++ και Mg++ (cation-adjusted Mueller Hinton broth ΙΙ, CAMHB, 
Sigma-Aldrich). Για τη µέθοδο BMD-P80 ακολουθήθηκε η ίδια διαδικασία µε την BMD µε 
τη διαφορά ότι στο ζωµό προστέθηκε 0.002% Ρ80 (Sigma-Aldrich). Και στις δύο 
περιπτώσεις, οι συγκεντρώσεις που ελέγχθησαν κυµαίνονταν από 128 έως 0.125 µg/ml σε 
υποδιπλάσιες αραιώσεις. 
Για τη µέθοδο AD παρασκευάστηκαν τρυβλία ΜΗΑ (Sigma-Aldrich), τα οποία 
περιείχαν κολιστίνη σε συγκεντρώσεις που κυµαίνονταν από 0.125 έως 128 µg/ml και 
ακολούθησε ενοφθαλµισµός µικροβιακού εναιωρήµατος µε συγκέντρωση 104 CFU (10 µl 
από αραίωση 1:100 εναιωρήµατος θολερότητας 0.5 της πρότυπης κλίµακας McFarland). 
Για τη µέθοδο κλιµακωτής διάχυσης χρησιµοποιήθηκαν ταινίες διαβαθµισµένης 
συγκέντρωσης κολιστίνης (Etest και MTS) µε εύρος από 0.016 έως 256 µg/ml σε τρυβλία 
MHA (Sigma-Aldrich), ακολουθώντας τις οδηγίες των κατασκευαστριών εταιρειών. Οι 
προκύπτουσες MICs που βρίσκονταν στο ενδιάµεσο φάσµα µεταξύ υποδιπλάσιων 
αραιώσεων στρογγυλοποιήθηκαν στην αµέσως µεγαλύτερη συγκέντρωση, όπως συνιστάται 
για τη µέθοδο κλιµακωτής διάχυσης.  
Για τον έλεγχο ευαισθησίας στην κολιστίνη µε το σύστηµα Vitek 2 (εύρος MIC ≤0.5 
έως ≥16 µg/ml) χρησιµοποιήθηκε η κάρτα AST-EXN8 (bioMérieux), σύµφωνα µε τις 
συστάσεις του κατασκευαστή. Για την ανάλυση των δεδοµένων, οι ΜΙCs από το Vitek 2 µε 
τιµές  ≥16 µg/ml θεωρήθηκαν ως 16 µg/ml στις περιπτώσεις που κρίθηκε απαραίτητο.  
Όλες οι µέθοδοι διεξήχθησαν ταυτόχρονα, χρησιµοποιώντας το ίδιο αρχικό 
βακτηριακό εναιώρηµα του κάθε στελέχους (θολερότητας 0.5 της πρότυπης κλίµακας 
McFarland) για την καθεµία µέθοδο. Οι δοκιµές ευαισθησίας επωάστηκαν στους 35 ± 2°C 
για 18 έως 20 ώρες και τα αποτελέσµατα αξιολογήθηκαν από δύο ανεξάρτητους 
παρατηρητές. Ως τιµή MIC θεωρήθηκε η χαµηλότερη συγκέντρωση του αντιβιοτικού που 
δεν επέτρεψε την ορατή ανάπτυξη του µικροοργανισµού. Τα πρότυπα στελέχη E.coli ATCC 
25922 και P. aeruginosa ATCC 27853 χρησιµοποιήθηκαν για τον ποιοτικό έλεγχο σε όλες 
τις µεθόδους ευαισθησίας, σύµφωνα µε τις συστάσεις του CLSI (140). Επιπλέον, στον 
έλεγχο ποιότητας χρησιµοποιήθηκε το ευαίσθητο στην κολιστίνη πρότυπο στέλεχος A. 
baumannii ATCC 19606 και ένα ανθεκτικό στην κολιστίνη στέλεχος A. baumannii του 
Εργαστηρίου µας (Ab249). 
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3.4. Ερµηνεία των αποτελεσµάτων και ανάλυση δεδοµένων 
 
Για την ερµηνεία των αποτελεσµάτων χρησιµοποιήθηκαν τα όρια ευαισθησίας της EUCAST 
για τα A. baumannii (ευαίσθητα: MIC ≤2 µg/ml, ανθεκτικά: MIC >2 µg/ml) (139). Να 
σηµειωθεί, ωστόσο, ότι και τα ερµηνευτικά κριτήρια που προτείνει το CLSI για τα A. 
baumannii (ευαίσθητα: MIC ≤2 µg/ml, ανθεκτικά: MIC ≥4 µg/ml) (140) πρακτικά δεν 
διαφέρουν σε σχέση µε αυτά της EUCAST. Για την κάθε µέθοδο υπολογίστηκαν η MIC50 και 
η MIC90, οι οποίες αντιστοιχούν στην ελάχιστη συγκέντρωση του αντιβιοτικού που 
αναστέλλει την ανάπτυξη του 50% και του 90%, αντίστοιχα, των µικροβιακών στελεχών.  
Η ανάλυση των δεδοµένων περιελάµβανε τη σύγκριση των αποτελεσµάτων που 
προέκυψαν από καθεµιά από τις µεθόδους ελέγχου ευαισθησίας BMD-P80, AD, Etest, MTS 
και Vitek 2 µε αυτά που παρήγαγε η BMD, η οποία θεωρήθηκε η πρότυπη µέθοδος 
αναφοράς. Υπολογίστηκε η βασική συµφωνία (Essential agreement, EA), η συµφωνία 
κατηγοριοποίησης (Categorical agreement, CA) και τα ποσοστά σφαλµάτων [πολύ 
σηµαντικά (very major errors, VME) και σηµαντικά (major errors, ME)]. Η EA ορίζεται ως 
το ποσοστό των ΜΙCs που διαφέρουν κατά µία υποδιπλάσια αραίωση (± 1 log2 dilution) από 
την MIC που προσδιορίστηκε µε τη µέθοδο αναφοράς BMD. Ως CA ορίζεται το ποσοστό 
των στελεχών που κατατάσσονται στην ίδια κατηγορία ευαισθησίας (ευαίσθητο, ανθεκτικό) 
µε την BMD και την υπό αξιολόγηση µέθοδο. Ο όρος VME δηλώνει το ψευδώς ευαίσθητο 
αποτέλεσµα, δηλαδή περιπτώσεις στις οποίες η µέθοδος BMD αναδεικνύει αντοχή, ενώ η 
υπό εκτίµηση µέθοδος ευαισθησία. Ο όρος ME σηµαίνει το ψευδώς ανθεκτικό αποτέλεσµα, 
δηλαδή εκείνες τις περιπτώσεις στις οποίες η µέθοδος BMD καταδεικνύει ευαισθησία, ενώ η 
υπό αξιολόγηση µέθοδος αντοχή (316). Θα πρέπει να σηµειωθεί ότι για την εκτίµηση των 
σφαλµάτων χρησιµοποιήθηκε ως παρονοµαστής ο συνολικός αριθµός των στελεχών, για να 
αποφευχθεί η υπερεκτίµηση των σηµαντικών σφαλµάτων που θα προέκυπτε επειδή η 
συλλογή µας περιελάµβανε κυρίως ανθεκτικά στην κολιστίνη στελέχη. 
Η αξιολόγηση της αποδεκτής απόδοσης των µεθόδων έγινε σύµφωνα µε τα κριτήρια 
που καθορίζονται από τον Διεθνή Οργανισµό Προτυποποίησης (International Organization 
for Standardization, ISO) ως εξής: ≥ 90% για την ΕΑ ή την CA, και ≤ 3% για τα VME και 
ME (317). Για την αξιολόγηση σηµαντικών διαφορών µεταξύ των µεθόδων ευαισθησίας 
πραγµατοποιήθηκε στατιστική ανάλυση χρησιµοποιώντας το Student’s t test (IBM SPSS 
Statistics, 2013, Version 22.0, Armonk, NY; IBM Corp.). Οι διαφορές θεωρήθηκαν 
στατιστικά σηµαντικές για τιµή Ρ < 0.05.  
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4. Φαινοτυπική και µοριακή µελέτη και διερεύνηση της λοιµογόνου δύναµης 
κλινικών στελεχών A. baumannii ανθεκτικών στην κολιστίνη 
 
Μετά τη διερεύνηση των µεθόδων προσδιορισµού ευαισθησίας στην κολιστίνη ακολούθησε 
η µελέτη φαινοτυπικών, γενωµικών και παθογενετικών µεταβολών που σχετίζονται µε την 
ανάπτυξη της αντοχής. Η µελέτη αυτή εκτελέστηκε σε οκτώ ανθεκτικά στην κολιστίνη 
στελέχη, τα οποία αποµονώθηκαν σε τρεις διαφορετικές περιοχές (Αθήνα, Λάρισα, Σέρρες). 
Στα στελέχη αυτά έγινε µοριακή ανίχνευση των µηχανισµών της αντοχής στην κολιστίνη και 
µελέτη του ρυθµού ανάπτυξης.  
Κυρίως όµως η συγκεκριµένη µελέτη εστίασε το ενδιαφέρον της στη διερεύνηση 
φαινοτυπικών και γενωµικών χαρακτηριστικών σε δύο ζεύγη κολιστίνη-
ευαίσθητων/κολιστίνη-ανθεκτικών (ColS/ColR), γενετικά σχετιζόµενων µεταξύ τους, 
κλινικών στελεχών A. baumannii, προερχόµενα το καθένα από τον ίδιο ασθενή. Αρχικά, 
διερευνήθηκαν τα ιστορικά των ασθενών από τους οποίους προήλθαν τα στελέχη και έγινε 
µοριακή ανίχνευση των µηχανισµών της αντοχής στην κολιστίνη. Στη συνέχεια, το ColS 
συγκρίθηκε µε το ColR στέλεχος του κάθε ζεύγους από την άποψη των φαινοτυπικών 
ιδιοτήτων που έχουν σχέση µε τη λοιµογόνο δύναµη, όπως η ικανότητα ανάπτυξης και η 
ικανότητα σχηµατισµού βιοµεµβράνης. Τέλος, έγινε  αλληλούχιση ολόκληρου του 
γονιδιώµατος των ColS/ColR στελεχών των δύο ζευγών και σύγκριση µεταξύ τους, µε 
ιδιαίτερη έµφαση στα γονίδια που εµπλέκονται στη λοιµογόνο δύναµη και την παραγωγή 
βιοµεµβράνης. 
 
4.1. Βακτηριακά στελέχη της µελέτης 
 
Στη µελέτη περιλήφθηκαν οκτώ ColR στελέχη A. baumannii (Ab1, Ab2, Ab3, Ab4, Ab5, 
Ab6, Ab7, Ab8). Επίσης, περιλήφθηκε µεγάλη σειρά ColS/ColR κλινικών στελεχών A. 
baumannii, τα οποία αποµονώθηκαν διαδοχικά από διάφορα κλινικά δείγµατα δύο ασθενών 
κατά τη διάρκεια της νοσηλείας τους. Το πρώτο ColS στέλεχος και το πρώτο ColR στέλεχος 
από κάθε ασθενή επιλέχθηκαν για περαιτέρω µελέτη. Το πρώτο ζευγάρι στελεχών 
(Αb299/Ab347) αποµονώθηκε από βρογχικές εκκρίσεις και το δεύτερο (Αb248/Ab249) από 
πύο χειρουργικού τραύµατος, αντίστοιχα, δύο ασθενών που νοσηλεύτηκαν στη ΜΕΘ για 
µεγάλο χρονικό διάστηµα και έλαβαν κολιστίνη για αρκετές ηµέρες µεταξύ των δύο 
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αποµονώσεων. Επίσης, το ευαίσθητο στην κολιστίνη A. baumannii ATCC 19606 
χρησιµοποιήθηκε ως στέλεχος ελέγχου.  
Ο έλεγχος ευαισθησίας στα αντιβιοτικά (β-λακταµικά, αµινογλυκοσίδες, κινολόνες, 
τιγεκυκλίνη, ριφαµπικίνη, τριµεθοπρίµη/σουλφαµεθοξαζόλη) έγινε µε τον προσδιορισµό της 
MIC µε Etest. Ο προσδιορισµός της MIC στην κολιστίνη έγινε αρχικά µε Εtest και 
ακολούθως µε τη µέθοδο µακροαραιώσεων του αντιβιοτικού σε ζωµό (broth macrodilution), 
χρησιµοποιώντας γυάλινα σωληνάρια και ακολουθώντας τις κατευθυντήριες οδηγίες του 
CLSI (318). Να σηµειωθεί ότι σύµφωνα µε την πρόσφατη βιβλιογραφία, η µέθοδος 
µακροαραιώσεων σε ζωµό παρουσιάζει εξαιρετική απόδοση για τον έλεγχο της MIC στην 
κολιστίνη σε πολυανθεκτικά στελέχη A. baumannii (154). 
 
4.2. Σταθερότητα του φαινοτύπου αντοχής στην κολιστίνη 
 
Η σταθερότητα του φαινοτύπου αντοχής στην κολιστίνη µελετήθηκε µε ανακαλλιέργειες των 
ColR στελεχών για επτά συνεχόµενες ηµέρες σε υγρό θρεπτικό υλικό CAMHB χωρίς 
αντιβιοτικό. Mετά από κάθε ανακαλλιέργεια προσδιορίστηκαν oι MICs στην κολιστίνη µε τη 
µέθοδο µακροαραιώσεων σε ζωµό, σύµφωνα µε τις οδηγίες του CLSI (318). 
 
4.3. Μοριακές µέθοδοι τυποποίησης 
 
- Τυποποίηση µε PFGE 
Για τη µελέτη της κλωνικής συγγένειας, έγινε τυποποίηση µε PFGE του χρωµοσωµικού 
DNA των οκτώ ColR στελεχών και όλων των ColS/ColR στελεχών που αποµονώθηκαν από 
τους δύο ασθενείς µετά από πέψη τους µε το ένζυµο ApaI (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, 
Germany). Το ένζυµο αυτό είναι µια περιοριστική ενδονουκλεάση, η οποία αναγνωρίζει 
σπάνιες θέσεις του χρωµοσώµατος και το κόβει σε θραύσµατα µεγάλου µεγέθους. Στη 
συνέχεια, τα θραύσµατα διαχωρίζονται µε την ηλεκτροφόρηση ανάλογα µε το µέγεθός τους 
σε ευδιάκριτες ηλεκτροφορητικές ζώνες (µπάντες), µε αποτέλεσµα να προκύπτει ένα 
ηλεκτροφορητικό πρότυπο για κάθε στέλεχος. Το πρωτόκολλο που ακολουθήθηκε είναι το 
εξής: 
- Αρχικά επιλέχθηκε µία αποικία από πρόσφατο καλλιέργηµα του κάθε στελέχους σε ΜΗΑ 
και ανακαλλιεργήθηκε σε 5 ml Tryptic Soy Broth (Biolife, Milan, Italy). Ακολούθησε 
ολονύκτια επώαση µε ανάδευση στους 37°C. 
- Στη συνέχεια, το εναιώρηµα φυγοκεντρήθηκε στις 3500 rpm για 5 min, απορρίφθηκε το 
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υπερκείµενο και έγινε ανασύσταση του ιζήµατος µε ρυθµιστικό διάλυµα PIV (0.01 mM Tris-
HCl, pH 8.0, 1 M NaCl), ώστε να προκύψει εναιώρηµα θολερότητας 5.0 της πρότυπης 
κλίµακας McFarland. Ακολούθησε φυγοκέντρηση του εναιωρήµατος στις 13000 rpm για 3 
min, απόρριψη του υπερκείµενου και ανασύσταση του ιζήµατος σε 200 µl PIV. 
- Παρασκευάστηκε διάλυµα αγαρόζης χαµηλού σηµείου τήξεως (Low Melting Temperature 
Agarose, Cambrex Bio Science Rockland Inc., ME, USA) 2% σε 10 ml διάλυµα PIV και 
διατηρήθηκε σε υδατόλουτρο στους 42°C µαζί µε τα εναιωρηµένα στελέχη για τουλάχιστον 
10 min.  
- Όγκος 100 µl πηκτής αγαρόζης αναµείχθηκε µε 100 µl δείγµατος. Παρασκευάστηκαν 
πλακίδια (plugs) αποτελούµενα από 20 µl µείγµατος αγαρόζης-µικροβίου (7-8 πλακίδια για 
κάθε στέλεχος), τα οποία τοποθετήθηκαν επάνω σε γυάλινο εκµαγείο και καλύφτηκαν άµεσα 
µε γυάλινες αντικειµενοφόρες πλάκες. Το εκµαγείο µε τα πλακίδια τοποθετήθηκε στους  
-20°C για 5 min και στη συνέχεια αφέθηκε σε θερµοκρασία δωµατίου για 10 min.  
- Τα πλακίδια επωάστηκαν σε αποστειρωµένα σωληνάρια που περιείχαν 1 ml διαλύµατος EC 
(6 mM Tris pH 8.0, 1 M NaCl, 100 mM EDTA pH 8.0, 0.2% Na deoxycholate, 0.5% Na 
laurylsarcosine), 100 µg/ml λυσοζύµη (lysozyme, Sigma-Aldrich) και 50 µg/ml RNAseA 
(Sigma-Aldrich) στους 37°C για τουλάχιστον 3 h µε ανάδευση, έτσι ώστε να καταστραφεί το 
τοίχωµα των µικροβιακών κυττάρων.  
- Μετά την αφαίρεση του διαλύµατος EC, προστέθηκε στα σωληνάρια 1 ml διαλύµατος ESP 
(0.5 M EDTA pH 9.0, 1% sarcosyl), το οποίο περιείχε 1 mg/ml πρωτεϊνάση Κ 
(περιεκτικότητας 40 U/mg, Bioline). Ακολούθησε ολονύκτια επώαση των πλακιδίων στους 
50°C, ώστε να πραγµατοποιηθεί πέψη των κυτταρικών πρωτεϊνών.  
- Αφαιρέθηκε το διάλυµα ESP και ακολούθησαν 5 διαδοχικές πλύσεις των πλακιδίων µε 2 ml 
διαλύµατος TE (10 mM Tris pH 7.5, 1 mM EDTA, pH 8.0) ανά 30 min µε ανάδευση, ώστε 
να αφαιρεθούν τα υπολείµµατα της πρωτεϊνάσης Κ και των πρωτεϊνών. Ακολούθως, τα 
πλακίδια φυλάχθηκαν σε διάλυµα ΤΕ στους 4°C. 
- Ακολούθησε η πέψη του DNA µε το περιοριστικό ένζυµο ApaI (10 U/µL, Fermentas). Για 
κάθε στέλεχος χρησιµοποιήθηκε ένα πλακίδιο, το οποίο τοποθετήθηκε σε 80 µl ρυθµιστικού 
διαλύµατος Tango 1X που περιείχε 80U ApaI. Τα δείγµατα επωάστηκαν ολονύχτια στους 
30°C.  
- Η πέψη αναστάληκε µε την προσθήκη σε κάθε δείγµα 10 µl χρωστικής 10X Blue Juice 
Loading Buffer (65% w/v sucrose, 10 mM Tris-HCl pH 7.5, 10 mM EDTA, 0.3% w/v 
Bromophenol Blue) και την τοποθέτηση των πλακιδίων στους 4°C για 10 min. Τα πλακίδια 
της αγαρόζης-DNA τοποθετήθηκαν σε πηκτή αγαρόζης 1%, η οποία παρασκευάστηκε 
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χρησιµοποιώντας  ειδική αγαρόζη για ηλεκτροφόρηση σε µεταβαλλόµενο ηλεκτρικό πεδίο 
(agarose for pulsed field electrophoresis running gel, Sigma-Aldrich) και 0.5X TBE (BioRad, 
Hercules, CA, USA). 
- Η πηκτή ηλεκτροφορήθηκε στη συσκευή CHEF-DRIII (BioRad) µε 2 lt 0.5Χ ΤΒΕ και στις 
εξής συνθήκες: initial switch time 5 sec, final switch time 35 sec, total time 20 h, 6 Volts/cm, 
120° angle, temperature 11.3°C. Το εµπορικό σκεύασµα Pulse Marker™ 50-1,000 kb 
(Sigma-Aldrich) που περιέχει τεµάχια γενώµατος λ φάγου γνωστών µεγεθών 
χρησιµοποιήθηκε ως µάρτυρας µοριακού βάρους. Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης έγινε 
χρώση της πηκτής αγαρόζης σε διάλυµα βρωµιούχου αιθιδίου σε τελική συγκέντρωση 1 
µg/ml για 30 min. Ακολούθησε αποχρωµατισµός της πηκτής µε διάλυµα µεθανόλης και 
οξικού οξέος και το ηλεκτροφόρηµα παρατηρήθηκε και φωτογραφήθηκε σε UV 
ακτινοβολία. 
Η ανάλυση των γενετικών αποτυπωµάτων των στελεχών έγινε οπτικά, εφαρµόζοντας τα 
διεθνώς αποδεκτά κριτήρια που προτάθηκαν από τον Tenover et al. (108). 
 
- Τυποποίηση µε το σχήµα MLST τoυ Ινστιτούτου Pasteur 
Στα οκτώ ColR στελέχη και στα πρώτα ColS/ColR στελέχη που αποµονώθηκαν από κάθε 
έναν από τους δύο ασθενείς ακολούθησε MLST µε το σχήµα του Ινστιτούτου Pasteur (126) 
και καθορίστηκε ο MLST (ST) τύπος. Πρόκειται για σχήµα τυποποίησης µε τη χρήση 
αλληλούχισης, το οποίο βασίζεται στο µοριακό πολλαπλασιασµό και ταυτοποίηση των 
νουκλεοτιδίων επτά απαραίτητων για την επιβίωση (housekeeping), γενετικά σταθερών 
γονιδίων: cpn60 (60-KDa chaperonin), fusA (elongation factor EF-G), gltA (citrate synthase), 
pyrG (CTP synthase), recA (homologous recombination factor), rplB (50S ribosomal protein 
L2) και rpoB (RNA polymerase subunit B). Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για την 
PCR και την αλληλούχιση φαίνονται στον Πίνακα 3. 
Σε όλα τα γονίδια εφαρµόστηκαν οι ίδιες συνθήκες για την PCR, οι οποίες είναι: 
αρχική αποδιάταξη στους 95°C για 2 min και ακολούθησαν 30 κύκλοι επαναλήψεων µε 95°C 
για 20 sec, 50°C για 20 sec, 72°C για 30 sec και τελική επιµήκυνση στους 72°C για 5 min.   
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Πίνακας 3. Εκκινητές για την τυποποίηση µε τη µέθοδο MLST του Iνστιτούτου  
Pasteur 
 
Γονίδιo Eκκινητής 
Μέγεθος 
προϊόντος 
(bp) 
cpn60 cpn60:F:cpn60F ACTGTACTTGCTCAAGC 405 
 cpn60:F:cpn60R TTCAGCGATGATAAGAAGTGG 
   
fusA fusA:F:fusA7 ATCGGTATTTCTGCKCACATYGAT 633 
 fusA:R:fusA8 CCAACATACKYTGWACACCTTTGTT 
   
gltA gltA:F:gltAF AATTTACAGTGGCACATTAGGTCCC 483 
 gltA:R:gltAR GCAGAGATACCAGCAGAGATACACG 
   
pyrG pyrG:F:pyrG7 GGTGTTGTTTCATCACTAGGWAAAGG 297 
 pyrG:R:pyrG8 ATAAATGGTAAAGAYTCGATRTCACCMA 
   
recA recA:F:RA1 CCTGAATCTTCYGGTAAAAC 372 
 recA:R:RA2 GTTTCTGGGCTGCCAAACATTAC 
   
rplB rplB:F:rplB7 GTAGAGCGTATTGAATACGATCCTAACC 330 
 rplB:R:rplB8 CACCACCACCRTGYGGGTGATC 
   
rpoB rpoB:F:Vic4 GGCGAAATGGC(AGT)GA(AG)AACCA 456 
 rpoB:R:Vic6 GA(AG)TC(CT)TCGAAGTTGTAACC 
 
Ακολούθησε ηλεκτροφόρηση, καθαρισµός των προϊόντων της PCR για την 
αποµάκρυνση αλάτων, εκκινητών, dNTPs και άλλων µη νουκλεϊκών αντιδραστηρίων και 
αλληλούχιση. Ο καθαρισµός έγινε χρησιµοποιώντας το Purelink PCR Purification Kit 
(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA) εφαρµόζοντας το προτεινόµενο από τον 
κατασκευαστή πρωτόκολλο. Αναλυτικότερα, σε 40 µl προϊόντος PCR προσθέτηκαν 160 µl 
ρυθµιστικού διαλύµατος καθαρισµού PureLink Binding Buffer µε ισοπροπανόλη και 
ακολούθησε ελαφρά ανάδευση µέχρι να οµογενοποιηθεί το διάλυµα. Το δείγµα µεταφέρθηκε 
σε µία στήλη PureLink Spin Column και ακολούθησε η φυγοκέντρησή της στα 10000 x g για 
1 min σε θερµοκρασία δωµατίου, ώστε να προσδεθεί το δίκλωνο DNA στη στήλη. Στη στήλη 
προστέθηκαν 650 µl ρυθµιστικού διαλύµατος πλύσεως Wash Buffer µε αιθανόλη και 
ακολούθησε η φυγοκέντρησή της στα 10000 x g για 1 min σε θερµοκρασία δωµατίου. 
Ακολούθησε νέα φυγοκέντρηση της στήλης στη µέγιστη ταχύτητα για 2-3 min, για να 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 02:23:37 EEST - 137.108.70.13
	 64	
αποµακρυνθούν τυχόν υπολείµµατα του ρυθµιστικού διαλύµατος πλύσης. Στη συνέχεια, 
προστέθηκαν στο κέντρο της στήλης 50 µl διαλύµατος έκλουσης Elution Buffer (10 mM 
Tris-HCl, pH 8.5) και η στήλη επωάστηκε σε θερµοκρασία δωµατίου για 1 min. Ακολούθησε 
φυγοκέντρηση της στήλης στη µέγιστη ταχύτητα για 2 min σε θερµοκρασία δωµατίου. Το 
διάλυµα έκλουσης µε το καθαρό PCR προϊόν αποθηκεύτηκε στους -20ºC για περαιτέρω 
χρήση. 
Η ανάλυση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του DNA κατά Sanger 
πραγµατοποιήθηκε και στις δύο αλυσίδες για κάθε γονίδιο από εταιρεία παροχής 
αντίστοιχων υπηρεσιών (Macrogen Inc., Seoul, South Korea) µε τη χρήση του λογισµικού 
DNAStar software (version 5.07; Lasergene, Madison, WI). Ο προσδιορισµός του ST τύπου 
για κάθε στέλεχος έγινε µε την εισαγωγή των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών των επτά 
γονιδίων στον ιστότοπο http://pubmlst.org/abaumannii/. 
 
4.4. Μοριακός έλεγχος καρβαπενεµασών και γονιδίων που σχετίζονται µε την αντοχή 
στην κολιστίνη  
 
Σε όλα τα στελέχη διενεργήθηκε PCR για όλα τα γονίδια που κωδικογραφούν γνωστές 
καρβαπενεµάσες (blaOXA-51-like, blaOXA-58-like, blaOXA-23-like, blaOXA-40-like, blaIMP-like, blaVIM-like, 
blaSIM), χρησιµοποιώντας τους εκκινητές και τις συνθήκες που αναφέρθηκαν στον Πίνακα 2. 
Ακολούθησε PCR για τον έλεγχο των γονιδίων που ενοχοποιούνται για την αντοχή στην 
κολιστίνη: pmrA, pmrB, pmrC, lpxA, lpxC και lpxD (285, 287). Οι εκκινητές που 
χρησιµοποιήθηκαν αναφέρονται στον Πίνακα 4. Για την ανεύρεση τυχόν µεταλλάξεων οι 
νουκλεοτιδικές αλληλουχίες όλων των προϊόντων της PCR αναλύθηκαν µε αλληλούχιση 
κατά Sanger από την εταιρεία Macrogen. Οι αλληλουχίες των νουκλεοτιδίων που προέκυψαν 
συγκρίθηκαν µε τις καταχωρηµένες αλληλουχίες στη βάση δεδοµένων GenBank,  η οποία 
διατίθεται από το NCBI (National Center for Biotechnology Information). Για τη σύγκριση  
χρησιµοποιήθηκε η µηχανή αναζήτησης BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/. 
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4.5. Μελέτη της έκφρασης των γονιδίων pmrCAB µε ποσοτική real-time RT-PCR 
 
Στη συνέχεια, πραγµατοποιήθηκε ποσοτική PCR αντίστροφης τρανσκριπτάσης σε 
πραγµατικό χρόνο (quantitative reverse transcription real-time–PCR, qRT–PCR) για τον 
ποσοτικό προσδιορισµό των αντιγράφων RNA των γονιδίων pmrA, pmrB και pmrC στα δύο 
ζευγάρια των κλινικών στελεχών και στο ευαίσθητο στην κολιστίνη πρότυπο στέλεχος A. 
baumannii ATCC 19606 (285, 319).  
Αναλυτικότερα, έγινε εξαγωγή του συνολικού κυτταρικού RNA από βακτήρια που 
βρισκόντουσαν στη µέση-λογαριθµική φάση της ανάπτυξης (όπως αυτό καθορίστηκε από 
την ανάλυση του ρυθµού ανάπτυξης) µε RNeasy minikit (Qiagen, West Sussex, United 
Kingdom) και ακολούθησε η ποσοτικοποίησή του φασµατοφωτοµετρικά στα 260 nm. Οι 
ενδεχόµενες επιµολύνσεις από γενωµικό DNA αποµακρύνθηκαν µε τη δράση της DNase I 
Πίνακας 4. Εκκινητές για την ανίχνευση γονιδίων αντοχής στην κολιστίνη  
Γονίδιο Εκκινητής Αλληλουχία εκκινητή (5' - 3') 
Θεµοκρασία 
υβριδισµού 
(°C) 
Αναφορά 
pmrA pmrA-F ATGACAAAAATCTTGATGATTGAAGAT  52 (285) 
 pmrA-R TTATGATTGCCCCAAACGGTAG    
     
pmrB pmrB-F GTGCATTATTCATTAAAAAAAC  50 (285) 
 pmrB-R TCACGCTCTTGTTTCATGTA    
 pmrB2-F GGTTCGTGAAGCTTTCG    
 pmrB2-R CCTAAATCGATTTCTTTTTG    
     
pmrC pmrC-F ATGTTTAATCTCATTATAGCCA  50 (285) 
 pmrC-R TTAGTTTACATGGGCACAA    
 pmrC2-F GGTTGTTATTGAAGAAAGTAT    
 pmrC2-R  TCAATCCAAGTCACTTGGTAAC    
     
lpxA  BAP6098  TGAAGCATTAGCTCAAGTTT 50 (287) 
 BAP6099  GTCAGCAAATCAATACAAGA   
     
lpxD BAP6197  CAAAGTATGAATACAACTTTTGAG 51 (287) 
 BAP6198  GTCAATGGCACATCTGCTAAT   
     
lpxC BAP6402  TGAAGATGACGTTCCTGCAA 51 (287) 
  BAP6403  TGGTGAAAATCAGGCAATGA     
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(Promega, Madison, WI, USA). Η ποσοτική RT-PCR πραγµατοποιήθηκε µε το εµπορικό kit 
SuperScript III Platinum SYBR green one-step qRT-PCR (Invitrogen), χρησιµοποιώντας 
συνολικά 12 ng RNA και εκκινητές από την υπάρχουσα βιβλιογραφία (285), οι οποίοι 
παρατίθενται στον Πίνακα 5. Το ενδογενές γονίδιο 16S rRNA χρησιµοποιήθηκε για την 
προτυποποίηση της µεθόδου. Ο έλεγχος για επιµολύνσεις από DNA έγινε 
συµπεριλαµβάνοντας αντιδράσεις στις οποίες χρησιµοποιήθηκε απλή Taq Polymerase αντί 
για αντίστροφη τρανσκριπτάση (αρνητικός µάρτυρας). Η ποσοτική PCR πραγµατοποιήθηκε 
στη συσκευή Mx3005P (Stratagene, La Jolla, CA, USA) εφαρµόζοντας τις εξής συνθήκες: 
ένας κύκλος στους 50ºC για 3 min, ένας κύκλος στους 95ºC για 5 min, 40 κύκλοι στους 95ºC 
για 15 sec και στους 60ºC για 45 sec και ένας κύκλος στους 40ºC για 1 min. Για κάθε 
στέλεχος οι µετρήσεις έγιναν εις τριπλούν και σε τρία ανεξάρτητα πειράµατα και η έκφραση 
των γονιδίων περιγράφηκε ως ο µέσος όρος όλων των µετρήσεων. 
 
 
Πίνακας 5. Εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν στη real-time RT-PCR  
  
Γονίδιο Εκκινητής Αλληλουχία εκκινητή (5' - 3') Αναφορά 
pmrA RT-PCR pmrA-F  Ίδια µε την αλληλουχία του pmrA-F (285) 
 RT-PCR pmrA-R  CCATCATAGGCAATCCTAAATCCA   
    
pmrB RT-PCR pmrB-F  GAACAGCTGAGCACCCTTTAA  (285) 
 RT-PCR pmrB-R  ACAGGTGGAACCAGCAAATG   
    
pmrC RT-PCR pmrC-F  CTCTTTACGCTTTGTTTTATGGAC  (285) 
 RT-PCR pmrC-R  GTAAAAAGTAAAACACCGACCA   
    
16S rRNA RT-PCR 16S rRNA-F  TCAGCTCGTGTCGTGAGATG  (319) 
  RT-PCR 16S rRNA-R  CGTAAGGGCCATGATG    
 
 
4.6. In vitro δοκιµασίες προσδιορισµού του ρυθµού ανάπτυξης 
 
Ο ρυθµός ανάπτυξης µελετήθηκε στα δύο ζευγάρια των κλινικών στελεχών και στα οκτώ  
ColR στελέχη µε δύο µεθόδους. Στην πρώτη µέθοδο, οι καµπύλες ανάπτυξης διεξήχθησαν σε 
γυάλινα σωληνάρια µε ενοφθαλµισµό 5 × 105 CFU/ml εναιωρήµατος µικροβίου σε ζωµό 
CAMHB (Sigma-Aldrich) και ακολούθησε επώαση στους 37°C υπό συνεχή, ήπια ανάδευση. 
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Η ανάπτυξη παρακολουθήθηκε ανά 12ωρο, µέχρι τις 48 ώρες, µε τη µέτρηση της 
θολερότητας της κλίµακας McFarland ή την απαρίθµηση των αποικιών που προέκυψαν µετά 
τον ενοφθαλµισµό αλληλοδιάδοχων αραιώσεων καλλιέργειας ζωµού σε MHA χωρίς 
προσθήκη αντιβιοτικού. Το ευαίσθητο στην κολιστίνη A. baumannii ATCC 19606 
χρησιµοποιήθηκε ως στέλεχος ελέγχου.  
Στη δεύτερη µέθοδο, οι καµπύλες ανάπτυξης διεξήχθησαν σε µικροπλάκα 
πολυστυρενίου των 96 βοθρίων µε επίπεδο πυθµένα και καπάκι (Costar). Αρχικά 
παρασκευάστηκε εναιώρηµα θολερότητας 0.5 της πρότυπης κλίµακας McFarland σε ζωµό 
Luria-Bertani (LB), χρησιµοποιώντας καλλιέργειες βακτηρίων που βρίσκονταν στην 
εκθετική φάση της ανάπτυξης. Ακολούθησε αραίωση 1:10 του εναιωρήµατος σε ζωµό LB. 
Στη συνέχεια, 200 µl του αραιωµένου εναιωρήµατος (περίπου 2 x 106 CFUs) 
ενοφθαλµίστηκαν σε κάθε βοθρίο της µικροπλάκας. Το κάθε στέλεχος εµβολιάστηκε σε 
οκτώ βοθρία. Το πρότυπο στέλεχος A. baumannii ATCC 19606 χρησιµοποιήθηκε ως 
στέλεχος ελέγχου, ενώ βοθρία που περιείχαν µόνο ζωµό LB χρησιµοποιήθηκαν ως τυφλό. H 
µικροπλάκα τοποθετήθηκε στο φασµατοφωτόµετρο Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific, 
Bremen, Germany), όπου επωάστηκε στους 37°C και παρακολουθήθηκε η ανάπτυξη µε τη 
µέτρηση της οπτικής πυκνότητας (optical density, OD) στα 600 nm (OD600) κάθε 15 λεπτά, 
για 24 ώρες. Με βάση την εκθετική φάση των καµπυλών ανάπτυξης, ο ειδικός ρυθµός 
ανάπτυξης (µ) για κάθε στέλεχος προσδιορίστηκε ως ακολούθως: µ = [ln(Nt) - ln(N0)]/(t - t0), 
όπου ln(Nt) ο φυσικός λογάριθµος της πυκνότητας του πληθυσµού στο τέλος της εκθετικής 
φάσης, ln(N0) ο φυσικός λογάριθµος της πυκνότητας του πληθυσµού στην αρχή της 
εκθετικής φάσης και t - t0 η χρονική διάρκεια της εκθετικής φάσης. Kαι οι δύο µέθοδοι 
εκτελέστηκαν εις τριπλούν, σε τρία ανεξάρτητα πειράµατα. 
 
4.7. In vitro δοκιµασίες ανταγωνισµού 
 
Για τη µελέτη του πιθανού κόστους προσαρµογής των ColR στελεχών σε σχέση µε τα 
αντίστοιχα ColS στελέχη, εκτελέστηκαν in vitro πειράµατα ανταγωνισµού στα δύο ζευγάρια 
των κλινικών στελεχών ακολουθώντας το πρωτόκολλο που περιγράφηκε από τον Beceiro et 
al. (299), µε λίγες τροποποιήσεις. Εν συντοµία, καλλιέργειες σε ζωµό LB του ColR 
στελέχους και τoυ οµολόγου του ColS στελέχους, που βρίσκονταν στην εκθετική φάση 
ανάπτυξης, αναµίχθηκαν σε αναλογία 1:1 (περίπου 107 CFU από κάθε στέλεχος) σε 20 ml 
ζωµό LB. Ακολούθησε επώαση στους 37°C µε ανάδευση στις 200 rpm. Μετά από 5 και 20 
ώρες, αλληλοδιάδοχες αραιώσεις της υγρής καλλιέργειας ενοφθαλµίστηκαν σε LB άγαρ και 
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LB άγαρ µε 8 µg/ml κολιστίνης και µετά από ολονύχτια επώαση ακολούθησε απαρίθµηση 
του συνόλου των στελεχών (ColS και ColR) και των ColR στελεχών, αντίστοιχα. Ο αριθµός 
των γενεών και η σχετική ικανότητα ανάπτυξης (relative fitness) των ανταγονιζόµενων  ColS 
και ColR στελεχών εντός του κάθε ζεύγους υπολογίστηκαν σύµφωνα µε τη βιβλιογραφία 
(320). Τρία ανεξάρτητα πειράµατα εκτελέστηκαν. 
 
4.8. Έλεγχος σχηµατισµού βιοµεµβράνης - Στατικό και δυναµικό µοντέλο 
 
- Στατική δοκιµασία σχηµατισµού βιοµεµβράνης 
Για τον προσδιορισµό της αρχικής προσκόλλησης και του σχηµατισµού βιοµεµβράνης υπό 
στατικές συνθήκες χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος του κρυσταλλικού ιώδους, ακολουθώντας 
ένα πρωτόκολλο που περιγράφηκε πρόσφατα στη βιβλιογραφία (321), αλλά µε κάποιες 
τροποποιήσεις. 
Τα εναιωρήµατα που χρησιµοποιήθηκαν ήταν παρόµοια µε αυτά που 
παρασκευάστηκαν στις δοκιµασίες του ρυθµού ανάπτυξης. Έτσι λοιπόν, χρησιµοποιώντας 
καλλιέργειες βακτηρίων που βρίσκονταν στην εκθετική φάση της ανάπτυξης 
παρασκευάστηκε για κάθε στέλεχος εναιώρηµα θολερότητας 0.5 της κλίµακας McFarland, το 
οποίο  αραιώθηκε 1:10 σε ζωµό LB. Στη συνέχεια, 200 µl του αραιωµένου εναιωρήµατος 
(περίπου 2 x 106 CFUs) ενοφθαλµίστηκαν σε µικροπλάκα πολυστυρενίου των 96 βοθρίων µε 
επίπεδο πυθµένα και καπάκι (5 επαναλήψεις/στέλεχος). Το πρότυπο στέλεχος A. baumannii 
ATCC 19606 χρησιµοποιήθηκε ως θετικός µάρτυρας, ενώ βοθρία που περιείχαν µόνο ζωµό 
LB χρησιµοποιήθηκαν ως τυφλό. Ακολούθησε αερόβια επώαση των πλακών στους 37°C για 
6 ή 24 ώρες. Μετά το πέρας της επώασης, το περιεχόµενο απορρίφθηκε και οι πλάκες 
πλύθηκαν 3 φορές µε 200 µl/βοθρίο αποστειρωµένο ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών 
(phosphate-buffered saline, PBS) για την αποµάκρυνση των πλαγκτονικών κυττάρων. 
Ακολούθησε µονιµοποίηση των βιοµεµβρανών µε 150 µl µεθανόλη/βοθρίο και οι πλάκες 
αφέθηκαν να στεγνώσουν σε ανεστραµµένη θέση σε θερµοκρασία δωµατίου, για περίπου 30 
λεπτά. Η βιοµεµβράνη χρώστηκε µε κρυσταλλικό ιώδες 0.2% (150 µl/βοθρίο) για 15 λεπτά. 
Κατόπιν, η περίσσεια χρωστικής απορρίφθηκε, ακολούθησε έκπλυση των πλακών µε νερό 
βρύσης και στέγνωµά τους σε ανάρροπη θέση, σε θερµοκρασία δωµατίου. Στη συνέχεια, 
έγινε έκλουση της χρωστικής σε 33% οξικό οξύ (150 µl/βοθρίο) και τελικά η βιοµεµβράνη 
ποσοτικοποιήθηκε µε τη µέτρηση της οπτικής απορρόφησης του εκλούσµατος στα 620 nm 
(OD620), χρησιµοποιώντας το φωτόµετρο Multiskan FC (Thermo Fisher Scientific). Η 
δοκιµασία διεξήχθηκε εις τριπλούν και σε τρία ανεξάρτητα χρονικά σηµεία.  
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- Δυναµική δοκιµασία σχηµατισµού βιοµεµβράνης 
Η αρχική προσκόλληση ή ο σχηµατισµός βιοµεµβράνης σε αρχικό στάδιο µελετήθηκε επίσης 
κάτω από δυναµικές συνθήκες σύµφωνα µε ένα πρόσφατα δηµοσιευµένο πρωτόκολλο (321), 
µε κάποιες τροποποιήσεις. Στη µέθοδο αυτή η βιοµεµβράνη αναπτύχθηκε σε µικροκανάλια 
σε ένα σύστηµα συνεχόµενης διακίνησης υγρού, το σύστηµα BioFlux® (Fluxion Biosciences 
Inc., South San Francisco, CA). Εν συντοµία, όσον αφορά στην αρχή λειτουργίας, το 
σύστηµα αποτελείται από µία αντλία, η οποία συνδέεται στο πάνω µέρος µιας πλάκας 
BioFlux. Η πλάκα αυτή αποτελείται από 48 βοθρία (24 βοθρία εισόδου και 24 βοθρία 
εξόδου), τα οποία συνδέονται ανά ζεύγη µε 24 ανεξάρτητα µικροκανάλια. Τα βοθρία εισόδου 
περιέχουν φρέσκο υγρό θρεπτικό υλικό, ενώ τα βοθρία εξόδου το ζωµό που έχει 
καταναλωθεί. Η πίεση στην επάνω επιφάνεια των βοθρίων εισόδου ωθεί το φρέσκο υγρό 
µέσω των µικροκαναλιών (που περιέχουν τη βιοµεµβράνη) µέσα στα βοθρία εξόδου. 
Το πρωτόκολλο ξεκίνησε µε την προσθήκη 150 µl ζωµού LB σε κάθε βοθρίo εισόδου 
µιας πλάκας BioFlux, o οποίος διακινήθηκε προς το αντίστοιχο βοθρίο εξόδου µέσω της 
αντλίας, µε δύναµη ροής 5 dyne/cm2. Στη συνέχεια, τα ίδια εναιωρήµατα των στελεχών που 
προετοιµάστηκαν στη στατική δοκιµασία φορτώθηκαν στην πλάκα BioFlux (5 
επαναλήψεις/στέλεχος). Ο ενοφθαλµισµός εκτελέστηκε στα βοθρία εξόδου (85 µl/στέλεχος) 
για να προληφθεί η επιµόλυνση των βοθρίων εισόδου. Τα βακτήρια ωθήθηκαν προς τα 
µικροκανάλια ασκώντας αντίθετη ροή (2 dyne/cm2) για µερικά δευτερόλεπτα και ακολούθως 
αφέθηκαν να προσκολληθούν για 30 λεπτά, στους 37°C. Έπειτα, προστέθηκε 1 ml ζωµού LB 
στα βοθρία εισόδου και η πλάκα επωάστηκε στους 37°C για 6 ώρες µε ταχύτητα ροής 0.5 
dyne/cm2. Μετά την επώαση, η περίσσεια υγρού από τα βοθρία εισόδου και εξόδου 
απορρίφθηκε προσεκτικά και προστέθηκαν 400 µl φρέσκου ζωµού σε κάθε βοθρίο εισόδου. 
Για το χρωµατισµό των βιοµεµβρανών 1 µl φθορίζουσας χρωστικής LIVE/DEAD BacLight 
(Invitrogen, Life Technologies) προστέθηκε σε κάθε βοθρίο εισόδου και διακινήθηκε προς το 
αντίστοιχο µικροκανάλι µε δύναµη ροής 0.5 dyne/cm2 για 10 λεπτά. Κατόπιν, οι 
βιοµεµβράνες οπτικοποιήθηκαν µε ανάστροφο µικροσκόπιο φθορισµού (Zeiss microscopes, 
Carl Zeiss, Inc., Oberkochen, Germany). Το πρότυπο στέλεχος A. baumannii ATCC 19606 
χρησιµοποιήθηκε ως θετικός µάρτυρας. Τρία ανεξάρτητα πειράµατα εκτελέστηκαν. Οι 
βιοµεµβράνες ποσοτικοποιήθηκαν χρησιµοποιώντας το λογισµικό ΖΕΝ 2012 (Zeiss) και 
ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij/). Τα επίπεδα του φθορισµού καταγράφηκαν ως η ολική 
πυκνότητα (integrated density, IntDen) επί της συνολικής επιφάνειας του καναλιού. 
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4.9. Στατιστική ανάλυση 
 
Η σύγκριση των αποτελεσµάτων πραγµατοποιήθηκε µε Student’s t test για ανεξάρτητα 
δείγµατα (unpaired two-tailed Student’s t test) µε τη χρήση του λογισµικού IBM SPSS 
Statistics (2013, IBM SPSS Statistics for Windows, Version 22.0, Armonk, NY; IBM Corp.). 
Οι διαφορές θεωρήθηκαν σηµαντικές για τιµή Ρ < 0.05. 
 
4.10. Aλληλούχιση ολόκληρου του γονιδιώµατος των ColS/ColR στελεχών 
 
Tα δύο ζευγάρια των ColS/ColR κλινικών στελεχών A. baumannii υποβλήθηκαν σε WGS 
χρησιµοποιώντας  το µηχάνηµα αλληλούχισης νέας γενιάς Miseq (Illumina, San Diego, CA, 
USA). Εν συντοµία, πραγµατοποιήθηκε εκχύλιση του γενωµικού DNA χρησιµοποιώντας το 
MasterPure™ DNA Purification Kit (Epicentre Technologies, Madison, WI, USA). Για το 
WGS χρησιµοποιήθηκε το κιτ προετοιµασίας βιβλιοθήκης Nextera XT DNA sample 
preparation kit σύµφωνα µε το πρωτόκολλο της κατασκευάστριας εταιρείας και ακολούθησε 
2 X 150 bp paired-end αλληλούχιση (Illumina). Ο στόχος του πρωτοκόλλου προετοιµασίας 
ήταν ο ενζυµατικός κατακερµατισµός του DNA και η προσθήκη αλληλουχιών (adapters) στο 
DNA εκµαγείο σε αντίδραση µέσα στο ίδιο φιαλίδιο, µε αποτέλεσµα να δηµιουργηθούν 
πολυπλεκτικές βιβλιοθήκες αλληλουχίας. Η τεχνική αλληλούχισης paired-end επιτρέπει να 
αλληλουχηθούν και τα δύο άκρα ενός θραύσµατος και δηµιουργεί υψηλής ποιότητας 
δεδοµένα.  
Στη συνέχεια, τα δεδοµένα αναλύθηκαν ακολουθώντας µια συνδυαστική προσέγγιση 
που σύντοµα περιγράφεται παρακάτω. Οι αλληλουχίες συναρµολογήθηκαν ανεξάρτητα (de 
novo assembly) χρησιµοποιώντας το πρόγραµµα SPAdes v3.1.0 (322) και ακολούθησε 
χαρτογράφηση έναντι του γνωστού γονιδιώµατος του στελέχους A. baumannii ACICU 
(Accession Number CP000863). Τα παρατηρούµενα ψευδο-χρωµοσώµατα συγκρίθηκαν 
χρησιµοποιώντας το πρόγραµµα Mauve v2.3.1 για αναδιατάξεις του γονιδιώµατος. Στη 
συνέχεια, τα δύο ColR στελέχη συγκρίθηκαν χρησιµοποιώντας τα οµόλογά τους ColS 
στελέχη ως πρότυπα αναφοράς και η ανάλυση των SNPs πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση του 
προγράµµατος CLC Workbench Genomics v.7.5.1 (CLCbio, Denmark) µε τις 
προεπιλεγµένες παραµέτρους. Οι αλλαγές που ανιχνεύθηκαν µε το WGS επιβεβαιώθηκαν µε 
PCR και αλληλούχιση κατά Sanger, καθώς και την τεχνική χαρτογράφησης ολόκληρου του 
γονιδιώµατος (Whole genome mapping, WGM). 
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5. Πολυκεντρική µοριακή επιδηµιολογική µελέτη ανθεκτικών στις 
καρβαπενέµες στελεχών A. baumannii 
 
Στο τελευταίο στάδιο της διατριβής πραγµατοποιήθηκε µεγάλης κλίµακας µελέτη σχετικά µε 
τη µοριακή επιδηµιολογική ανάλυση CRAB στελεχών, τα οποία αποµονώθηκαν πρόσφατα 
(2015) από διάφορα νοσοκοµεία σε όλη την Ελλάδα. Ο σκοπός αυτής της µελέτης ήταν να 
διερευνηθεί η εξέλιξη των στελεχών αυτών, που παρουσιάζουν έντονη εξάπλωση και 
αποτελούν το πιο συχνό αίτιο λοιµώξεων στις ΜΕΘ, ως προς την αντοχή τους στα 
αντιβιοτικά και τη γενετική τους σύσταση. Σε όλα τα στελέχη έγινε PCR για τα γονίδια 
αντοχής στις καρβαπενέµες και τυποποίηση µε διάφορες µεθόδους. Ακόµη, προσδιορίστηκαν 
οι MICs στην κολιστίνη, την τιγεκυκλίνη και τη µινοκυκλίνη µε τις πρότυπες µεθόδους 
αραιώσεων σε ζωµό και άγαρ. 
 
5.1. Bακτηριακά στελέχη της µελέτης  
 
Κατά τη διάρκεια του 2015, 2.500 στελέχη Α. baumannii αποµονώθηκαν από 11 τριτοβάθµια 
νοσοκοµεία σε οκτώ διαφορετικές πόλεις στη Βόρεια (Θεσσαλονίκη, Σέρρες, 
Αλεξανδρούπολη), Δυτική (Ιωάννινα), Κεντρική (Αθήνα, Πειραιάς, Λάρισα) και Νότια 
(Ηράκλειο) Ελλάδα. Το συνολικό ποσοστό των CRAB στελεχών στα νοσοκοµεία αυτά ήταν 
95%. Η µελέτη συµπεριέλαβε 194 τυχαία επιλεγµένα, µη επαναλαµβανόµενα CRAB στελέχη 
που αποµονώθηκαν από κλινικά δείγµατα ασθενών σε αυτά τα νοσοκοµεία. Μετά την 
αποµόνωσή τους τα στελέχη υποβλήθηκαν στο Εργαστήριο Μικροβιολογίας της Ιατρικής 
Σχολής του Πανεπιστηµίου Αθηνών για περαιτέρω διερεύνηση. Η επιβεβαίωση του είδους 
ως A. baumannii έγινε µε PCR για την ανίχνευση του ενδογενούς γονιδίου blaOXA-51-like, όπως 
περιγράφηκε παραπάνω. 
 
5.2. Έλεγχος ευαισθησίας στα αντιµικροβιακά 
 
Οι ευαισθησίες των στελεχών σε ένα µεγάλο φάσµα αντιβιοτικών, όπως 
αµπικιλλίνη/σουλµπακτάµη, κεφταζιδίµη, κεφεπίµη, σιπροφλοξασίνη, λεβοφλοξασίνη, 
γενταµικίνη, αµικασίνη, τοµπραµυκίνη, τετρακυκλίνη και τριµεθοπρίµη/σουλφαµεθοξαζόλη 
προσδιορίστηκαν χρησιµοποιώντας το αυτοµατοποιηµένo σύστηµα  Vitek 2 και σε λίγα 
στελέχη µε το σύστηµα Microscan. Για τα αντιβιοτικά ιµιπενέµη, µεροπενέµη, µινοκυκλίνη 
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και τιγεκυκλίνη πραγµατοποιήθηκε προσδιορισµός των MICs µε τη µέθοδο AD, 
ακολουθώντας τις οδηγίες του CLSI (140). Για την κολιστίνη έγινε προσδιορισµός της MIC 
µε τη µέθοδο BMD (140), όπως συνέστησε πρόσφατα (2016) η EUCAST και το CLSI (323). 
Τα ερµηνευτικά κριτήρια του CLSI (140) εφαρµόστηκαν για την κατηγοριοποίηση των 
στελεχών. Για την τιγεκυκλίνη υπολογίστηκαν η MIC50 και η MIC90, λόγω της έλλειψης 
ερµηνευτικών κριτηρίων από το CLSI και τη EUCAST για τα Acinetobacter spp. Τα στελέχη 
ταξινοµήθηκαν ως MDR, XDR και PDR, όπως προτάθηκε από τον Magiorakos et al. στο 
παρελθόν (202). 
Επίσης, λόγω των προβηµάτων που παρουσιάζει ο έλεγχος ευαισθησίας στην 
κολιστίνη, αποφασίσαµε να ελέγξουµε περαιτέρω 117 στελέχη A. baumannii µε τα αυτόµατα 
συστήµατα Vitek 2 Compact (VITEK 2 AST ΧΝ05 Cards, bioMérieux) και Phoenix100 
(Phoenix NMIC/ID-96 Panel, BD), καθώς και µε τη µέθοδο AD σύµφωνα µε τις οδηγίες του 
CLSI. Η µέθοδος BMD χρησιµοποιήθηκε ως µέθοδος αναφοράς για τη σύγκριση των 
υπόλοιπων µεθόδων. Τα στελέχη µε MIC ≤2 µg/ml αξιολογήθηκαν ως ευαίσθητα, ενώ αυτά 
µε MIC >2 µg/ml ως ανθεκτικά. 
 
5.3. Μοριακή ανίχνευση καρβαπενεµασών και αλληλουχιών εισδοχής  
 
Τα γονίδια που κωδικογραφούν για γνωστές καρβαπενεµάσες τύπου οξακιλλινάσης (blaOXA-
51-like, blaOXA-58-like, blaOXA-23-like, blaOXA-40-like, blaOXA-143-like) και µεταλλο-β-λακταµάσης 
 (blaIMP, blaVIM, blaNDM) (324–326) ελέγχθησαν σε όλα τα στελέχη µε multiplex PCR, η 
οποία επιτρέπει την ταυτόχρονη ταχεία ανίχνευση διαφορετικών γονιδίων. Στη µελέτη µας 
χρησιµοποιήθηκαν δύο αντιδράσεις. Στην πρώτη αντίδραση ανιχνεύτηκαν τα ένζυµα τύπου-
ΟΧΑ και στη δεύτερη αντίδραση τα µεταλλο-ένζυµα, χρησιµοποιώντας εκκινητές και 
συνθήκες που παρουσιάζονται στον Πίνακα 6. Για την επαλήθευση των αποτελεσµάτων 
ακολούθησε ανάλυση της αλληλουχίας σε επιλεγµένα στελέχη από την εταιρεία Macrogen. 	 	
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Πίνακας 6. Εκκινητές για την ανίχνευση καρβαπενεµασών µε τη multiplex PCR 
 
Γονίδιο Εκκινητής Αλληλουχία εκκινητή                       (5' - 3') 
Μέγεθος 
προϊόντος 
(bp) 
Συνθήκες PCR  Αναφορά 
       blaOXA-51-like OXA-51-like-F  TAATGCTTTGATCGGCCTTG  353 95°C 2 min  (324) 
 OXA-51-like-R  TGGATTGCACTTCATCTTGG   95°C 20 sec    
    52°C 20 sec   *30 blaOXA-23-like OXA-23-like-F  GATCGGATTGGAGAACCAGA  501 72°C 30 sec   (324) 
 OXA-23-like-R  ATTTCTGACCGCATTTCCAT   72°C 5 min   
       blaOXA-40-like OXA-40-like-F  GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA  246   (324) 
 OXA-40-like-R  AGTTGAGCGAAAAGGGGATT      
       blaOXA-58-like OXA-58-like-F AAGTATTGGGGCTTGTGCTG  599   (324) 
 OXA-58-like-R CCCCTCTGCGCTCTACATAC      
       blaOXA-143 OXA-143-F  TGGCACTTTCAGCAGTTCCT 149   (325) 
 OXA-143-R TAATCTTGAGGGGGCCAACC     
             blaIMP IMP-F GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC  232 95°C 2 min  (326) 
 IMP-R GGTTTAAYAAAACAACCACC   95°C 20 sec    
    52°C 20 sec   *30 blaVIM VIM-F  GATGGTGTTTGGTCGCATA  390 72°C 30 sec   (326) 
 VIM-R  CGAATGCGCAGCACCAG   72°C 5 min   
       blaNDM NDM-F  GGTTTGGCGATCTGGTTTTC  621   (326) 
  NDM-R CGGAATGGCTCATCACGATC          
 
 
Αλληλουχίες εισδοχής που σχετίζονται µε τις οξακιλλινάσες στο A. baumannii 
µελετήθηκαν µε PCR. Αναλυτικότερα, έγινε έλεγχος της παρουσίας ISAba1 στην ανωφέρεια 
των οξακιλλινασών χρησιµοποιώντας τον forward εκκινητή για το στοιχείο εισδοχής 
ISAba1-F (CACGAATGCAGAAGTTG) µε τον reverse εκκινητή για το γονίδιο που 
κωδικογραφεί για την καθεµία από τις καρβαπενεµάσες blaOXA-51-like, blaOXA-58-like και blaOXA-
23-like (247, 327). Οι συνθήκες που χρησιµοποιήθηκαν στις PCRs για τους συνδυασµούς του 
εκκινητή ISAba1-F µε τους reverse εκκινητές των γονιδίων blaOXA-51-like και blaOXA-58-like 
ήταν αρχική αποδιάταξη στους 95°C για 2 min και ακολούθησαν 30 κύκλοι επαναλήψεων 
που περιελάµβαναν: αποδιάταξη στους 95°C για 20 sec, υβριδισµό των εκκινητών στους 
58°C για 20 sec και επιµήκυνση στους 72°C για 30 sec. Ακολούθησε το τελικό στάδιο της 
επιµήκυνσης στους 72°C για 5 min. Στην PCR για τον συνδυασµό του εκκινητή ISAba1-F µε 
τον reverse εκκινητή του γονιδίου blaOXA-23-like χρησιµοποιήθηκαν οι ίδιες συνθήκες µε τη 
διαφορά ότι ο υβριδισµός των εκκινητών έγινε στους 56°C. 
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5.4. Μοριακή τυποποίηση  
 
- Μέθοδος των 2 multiplex PCRs  
Οι δύο multiplex PCRs που ενισχύουν επιλεκτικά τα αλλήλια της οµάδας 1 (group 1) ή της 
οµάδας 2 (group 2) των γονιδίων ompA, csuE και blaOXA-51-like χρησιµοποιήθηκαν ως µέθοδος 
διαλογής για τον ταχύ διαχωρισµό των στελεχών στις οµάδες (sequence groups, GS) 1-3 και 
6, όπως περιγράφηκε προηγουµένως στη βιβλιογραφία (120, 122). Στον Πίνακα 7 
περιγράφονται οι εκκινητές και οι συνθήκες που χρησιµοποιήθηκαν στη µέθοδο των 
multiplex PCRs. 
 
Πίνακας 7 . Εκκινητές για την τυποποίηση µε 2 multiplex PCRs  
  
Γονίδιο Εκκινητής Αλληλουχία εκκινητή (5' - 3') 
Μέγεθος 
προϊόντος 
(bp) 
Συνθήκες PCR  
1η multiplex 
PCR     	
ompA Group1ompAF306  GATGGCGTAAATCGTGGTA  355 95°C 2 min 
	
 
Group1and2ompAR660  CAACTTTAGCGATTTCTGG  
 
95°C 20 sec 
	
csuE Group1csuEF  CTTTAGCAAACATGACCTACC  702 57°C 20 sec    *30 
 
Group1csuER  TACACCCGGGTTAATCGT  
 
72°C 30 sec 
	
blaOXA-51-like Gp1OXA66F89  GCGCTTCAAAATCTGATGTA  559 72°C 5 min 
	
 
Gp1OXA66R647  GCGTATATTTTGTTTCCATTC  
   
2η multiplex 
PCR      	
ompA Group2ompAF378  GACCTTTCTTATCACAACGA  343 95°C 2 min 
 
 
Group1and2ompAR660  CAACTTTAGCGATTTCTGG  
 
95°C 20 sec 
 
csuE Group2csuEF  GGCGAACATGACCTATTT  580 57°C 20 sec   *30 
 
Group2csuER  CTTCATGGCTCGTTGGTT  
 
72°C 30 sec 
 
blaOXA-51-like Gp2OXA69F169  CATCAAGGTCAAACTCAA  162 72°C 5 min 
 
  Gp2OXA69R330  TAGCCTTTTTTCCCCATC        
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- Μέθοδος αλληλούχισης ενός γενετικού τόπου (blaOXA-51-like sequence-based typing, 
SBT) 
Ακολούθησε τυποποίηση όλων των στελεχών µε τη µέθοδο αλληλούχισης SBT, η οποία 
ταξινοµεί τα στελέχη σε διεθνείς κλώνους ICs (119). Πρόκειται για εύκολη και γρήγορη 
µέθοδο που βασίζεται στον πολλαπλασιασµό µε PCR και τον προσδιορισµό της 
νουκλεοτιδικής αλληλουχίας της χρωµοσωµικά εδραζόµενης οξακιλλινάσης blaOXA-51-like, η 
οποία παρουσιάζει ποικιλοµορφία µεταξύ διαφορετικών στελεχών. Οι εκκινητές, καθώς και 
οι συνθήκες της PCR έχουν ήδη αναφερθεί στον Πίνακα 2. Ακολούθησε καθαρισµός των 
προϊόντων της PCR χρησιµοποιώντας το Purelink PCR Purification Kit σύµφωνα µε το 
πρωτόκολλο που περιγράφηκε προηγουµένως και προσδιορισµός της αλληλουχίας όλων των 
προϊόντων από την εταιρεία Macrogen. Οι αλληλουχία του κάθε γονιδίου (από το 79ο έως το 
771ο νουκλεοτίδιο) υποβλήθηκε στη βάση δεδοµένων του Health Protection Agency 
(http://www.hpa-bioinformatics.org.uk/AB/home.php) και καθορίστηκε ο τύπος της 
οξακιλλινάσης και κατ’ επέκταση ο διεθνής κλώνος IC στον οποίο ανήκε το κάθε στέλεχος. 
 
- Μέθοδος MLSΤ µε το σχήµα τoυ Ινστιτούτου Pasteur 
Στη συνέχεια, επιλέγησαν 31 στελέχη από όλα τα νοσοκοµεία, έτσι ώστε να εκπροσωπούν 
όλα τα Gs και τους συνδυασµούς των αλληλίων που καθορίστηκαν από τις multiplex PCRs 
και τους διεθνείς κλώνους που προέκυψαν από τη µέθοδο SBT. Τα επιλεγµένα στελέχη 
υποβλήθηκαν σε µοριακή τυποποίηση µε MLSΤ σύµφωνα µε το σχήµα τoυ Ινστιτούτου 
Pasteur, χρησιµοποιώντας το πρωτόκολλο που περιγράφηκε προηγουµένως. 
 
- Μέθοδος PFGE 
Έπειτα, ακολούθησε η τυποποίηση των 31 στελεχών µε PFGE µετά από µακροπεριοριστική 
πέψη του γενωµικού DNA µε το περιοριστικό ένζυµο ApaI σύµφωνα µε το ως άνω 
περιγραφέν πρωτόκολλο και η δηµιουργία του δενδρογράµµατος. Αναλυτικότερα, τα 
λαµβανόµενα πρότυπα PFGE µετατράπηκαν σε αρχεία TIFF και υποβλήθηκαν σε ανάλυση 
οµαδοποίησης (cluster analysis) µε τη χρήση του προγράµµατος GelCompar II v. 4.6 
software package (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium). Για την ανάλυση των 
οµοιοτήτων των γενετικών αποτυπωµάτων χρησιµοποιήθηκε ο συντελεστής συσχέτισης Dice 
και η οµαδοποίηση βασίστηκε στη µέθοδο UPGMA (un-weighted pair-group method with 
arithmetic averages). Για την ερµηνεία των γενετικών αποτυπωµάτων χρησιµοποιήθηκαν τα 
κριτήρια του Tenover et al. και η ανάλυση του δενδρογράµµατος. Εν συντοµία, τα στελέχη 
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που εµφάνισαν περισσότερες από τρεις παραλλαγές θραυσµάτων DNA και οµοιότητα < 85% 
θεωρήθηκαν ότι αντιπροσωπεύουν διαφορετικούς τύπους PFGE και άρα δεν έχουν γενετική 
συγγένεια. Τα στελέχη που παρουσίασαν µία έως τρεις διαφορές θραυσµάτων και οµοιότητα 
> 85% στην ανάλυση του δενδρογράµµατος θεωρήθηκαν ότι ανήκουν σε διαφορετικούς 
υποτύπους του ίδιου τύπου PFGE κι εποµένως έχουν γενετική συγγένεια. 
 
 
ΙΙΙ. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 
1. Μελέτη συγκριτικής αξιολόγησης των µεθόδων ελέγχου ευαισθησίας στην 
κολιστίνη 
 
1.1. Μοριακή ανίχνευση καρβαπενεµασών 
 
Τα στελέχη ήταν ανθεκτικά στην ιµιπενέµη και τη µεροπενέµη (MICs >32 µg/ml). Από τον 
µοριακό έλεγχο προέκυψε ότι το 55% των στελεχών (n=11) έφερε blaOXA-23-like και το 45% 
(n=9) blaOXA-58-like καρβαπενεµάση. 
 
1.2. Ευαισθησία στην κολιστίνη, ΕΑ, CA, ΜΕ και VME χρησιµοποιώντας την BMD ως 
µέθοδο αναφοράς 
 
Η ευαισθησία/αντοχή των στελεχών της µελέτης στην κολιστίνη, η MIC50 και η MIC90 που 
προέκυψαν µε την κάθε µέθοδο παρουσιάζονται στον Πίνακα 8. Οι MICs στην κολιστίνη 
που παρήχθησαν µε την κάθε µέθοδο παρατίθενται στον Πίνακα 9. 
Η EA, η CA και οι τύποι των σφαλµάτων (VME, ME) που παρήχθησαν από τη 
σύγκριση των µεθόδων ευαισθησίας στην κολιστίνη χρησιµοποιώντας την BMD ως µέθοδο 
αναφοράς παρουσιάζονται στον Πίνακα 10. Συγκεκριµένα, µε τη µέθοδο BMD 18 στελέχη 
(90%) ήταν ανθεκτικά στην κολιστίνη. Μια τάση προς χαµηλότερες ΜΙCs σηµειώθηκε για 
τη µέθοδο BMD-P80, καθώς σηµαντικά λιγότερα στελέχη ήταν ανθεκτικά στην κολιστίνη 
(12 στελέχη, 60%). Η CA µεταξύ των µεθόδων BMD-P80 και BMD ήταν 70%. Η µέθοδος 
AD απέδωσε παρόµοια αποτελέσµατα ευαισθησίας µε την BMD και σχετικά καλή CA (80%). 
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Πίνακας 8. Ευαισθησία των στελεχών A. baumannii στην κολιστίνη και MIC50/MIC90 
µε την κάθε µέθοδο 
Μέθοδος 
             No. (%) των στελεχών 
 
MIC (µg/ml)  
   Ευαίσθητα    Ανθεκτικά   50% 90% 
      
BMD   2 (10) 18 (90)  4 32 
      
BMD-P80    8 (40) 12 (60)  4 16 
      
AD 2 (10) 18 (90)  8 128 
      
Etest 9 (45) 11 (55)  4 8 
      
MTS 7 (35) 13 (65)  4 8 
      
Vitek 2 0 (0) 20 (100)   4 ≥16 
 
 
 
Πίνακας 9. MICs των στελεχών A. baumannii στην κολιστίνη 
 MICs (µg/ml) Γεωµετρικός 
Μέθοδος ≤0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 >128 µέσος 
            BMD 0 0 2 8 6 1 1 1 1 0 7,5 
BMD-P80 0 1 7 5 4 2 0 0 1 0 4,6 
AD 0 1 1 4 3 2 6 0 2 1 14,9 
Etest 6 0 3 6 4 1 0 0 0 0 2,1 
MTS 0 0 7 9 2 1 1 0 0 0 4,0 
Vitek 2 0 0 0 11 5 4 0 0 0 0 6,7 
 
 
 
Ασύµφωνα ποσοστά ευαισθησίας µε σοβαρά ερµηνευτικά σφάλµατα και µη αποδεκτές CA 
παρατηρήθηκαν για τις ταινίες διαβαθµισµένης συγκέντρωσης κολιστίνης Etest και MTS (65 
και 75%, αντίστοιχα). Πιο συγκεκριµένα, η in vitro δραστικότητα της κολιστίνης βρέθηκε να 
είναι σηµαντικά υψηλότερη µε το Etest και µόνο το 55% των στελεχών χαρακτηρίστηκαν ως 
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ανθεκτικά. Παροµοίως, το 65% των στελεχών ταξινοµήθηκαν ως ανθεκτικά µε το MTS. Το 
Vitek 2 κατηγοριοποίησε το 100% των στελεχών ως ανθεκτικά, δείχνοντας εξαιρετική CA µε 
τη µέθοδο BMD (90%). 
 
 
Πίνακας 10. ΕΑ, CA και τα είδη των σφαλµάτων που παρήχθησαν όταν ο έλεγχος 
ευαισθησίας στην κολιστίνη µε τις µεθόδους BMD-P80, AD, Etest, MTS και Vitek 2 
συγκρίθηκε µε τη µέθοδο BMD 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
µέθοδο BMD 
No. (%) των στελεχών 
Μέθοδος        EA CA VME ME 
     
BMD-P80    19 (95) 14 (70) 6 (30) 0 (0) 
     
AD 11 (55) 16 (80) 2 (10) 2 (10) 
     
Etest   11 (55) 13 (65) 7 (35) 0 (0) 
     
MTS   18 (90) 15 (75) 5 (25) 0 (0) 
     
Vitek 2 17 (85) 18 (90) 0 (0) 2 (10) 
 
 
Μεταξύ των µεθόδων την υψηλότερη ΕΑ εµφάνισε η BMD-P80 µε ποσοστό 95%, το 
οποίο υπερβαίνει το αποδεκτό όριο απόδοσης για τις µεθόδους ευαισθησίας στα 
αντιµικροβιακά. Ειδικότερα, µε τη µέθοδο BMD-P80 το 35% των στελεχών επέδειξε 
πανοµοιότυπες ΜΙCs µε αυτές της µεθόδου BMD, ενώ το 60% των στελεχών εµφάνισαν 
MICs οι οποίες ήταν µία αραίωση χαµηλότερες. Η µέθοδος AD παρουσίασε χαµηλό ποσοστό 
ΕΑ (55%) και τάση προς υψηλότερες MICs στην κολιστίνη: πιο συγκεκριµένα παρήγαγε 
υψηλότερες MICs από τη µέθοδο BMD κατά 1, 2 και 3 αραιώσεις στο 30%, 35% και 5% των 
στελεχών, αντίστοιχα. Σε αντίθεση, το Etest παρήγαγε MICs χαµηλότερες από τη µέθοδο 
BMD κατά 1, 2, 3 και >3 αραιώσεις για το 30%, 5%, 25% και 15% των στελεχών, 
αντίστοιχα, εµφανίζοντας χαµηλό ποσοστό ΕΑ (55%). Παροµοίως, οι MICs που προέκυψαν 
µε το MTS ήταν 1, 3 και >3 αραιώσεις χαµηλότερες από εκείνες της BMD για το 55%, 5% 
και 5% των στελεχών, αντίστοιχα, ενώ η µέθοδος παρουσίασε πολύ καλή EA (90%). Για το 
Vitek 2, το ποσοστό ΕΑ ήταν 85%: το 40% των στελεχών είχαν ίσες MICs µε εκείνες που 
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ελήφθησαν µε τη µέθοδο BMD, ενώ το 45% των στελεχών είχαν υψηλότερη ή χαµηλότερη 
MIC κατά µία αραίωση (Πίνακας 11). 
Από την άποψη των µεθοδολογικών σφαλµάτων (Πίνακας 10, Γράφηµα 1), η  
µέθοδος BMD-P80 απέδωσε υψηλά ποσοστά VMEs (30%) δίχως MEs, ενώ η µέθοδος AD 
εµφάνισε 10% VMEs και 10% MEs. To Etest απέδωσε το υψηλότερο ποσοστό VMEs (35%), 
ενώ δεν εµφάνισε MEs. Το MTS παρήγαγε επίσης υψηλά ποσοστά VMEs (25%), χωρίς MEs. 
Τέλος, δεν παρατηρήθηκαν VMEs για το Vitek 2, ενώ απέδωσε 10% MEs. 
Συµπερασµατικά, η ανάλυση των αποτελεσµάτων της µελέτης αυτής ανέδειξε 
σηµαντικά προβλήµατα στον έλεγχο της ευαισθησίας της κολιστίνης. Καθώς η κολιστίνη 
είναι από τα ελάχιστα αντιβιοτικά που παραµένουν δραστικά έναντι του A. baumannii, οι 
παρατηρήσεις της µελέτης κρίνονται ιδιαίτερα σηµαντικές για την κλινική πράξη. 
 
 
Πίνακας 11. Διαφορές που παρατηρήθηκαν στις υποδιπλάσιες αραιώσεις  των ΜΙCs µε τις 
µεθόδους BMD-P80, AD, Etest, MTS και Vitek 2 σε σύγκριση µε τη µέθοδο BMD  
 No. (%) των στελεχών µε διαφορά στην MIC (σε log2 αραιώσεις): 
Μέθοδος >-3 -3 -2 -1 0 1 2 3 
         
BMD-P80   1 (5) 12 (60) 7 (35)    
         
AD   1 (5) 1 (5) 4 (20) 6 (30) 7 (35) 1 (5) 
         
Etest 3 (15) 5 (25) 1 (5) 6 (30) 5 (25)    
         
MTS 1 (5) 1 (5)  11 (55) 7 (35)    
         
Vitek 2  2 (10)  4 (20) 8 (40) 5 (25) 1 (5)  
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Γράφηµα 1. Διαγράµµατα διασποράς που δείχνουν τον αριθµό των στελεχών (n=20) µε τις MICs 
στην κολιστίνη που προέκυψαν από τις µεθόδους (α) BMD-P80, (β) AD, (γ) Etest, (δ) MTS, (ε) 
Vitek 2 έναντι της BMD ως µεθόδου αναφοράς. Οι µαύρες συµπαγείς γραµµές αντιπροσωπεύουν το 
όριο ευαισθησίας (≤2 µg/ml). Η διαγώνιος γραµµή δείχνει απόλυτη συµφωνία. Τα πολύ σηµαντικά 
σφάλµατα (VMEs) υποδεικνύονται µε κύκλους.	
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2. Φαινοτυπική και µοριακή µελέτη και διερεύνηση της λοιµογόνου δύναµης 
κλινικών στελεχών A. baumannii ανθεκτικών στην κολιστίνη 
 
2.1. Πρώτο ζεύγος ColS/ColR στελεχών A. baumannii 
 
Γυναίκα ηλικίας 61 ετών προσήλθε στο νοσοκοµείο τον Οκτώβριο του 2008 µε 
αναπνευστική ανεπάρκεια, οφειλόµενη σε σοβαρό νευρολογικό σύνδροµο. Η ασθενής 
µεταφέρθηκε στη ΜΕΘ, όπου υποβλήθηκε σε τραχειοστοµία και µηχανική υποστήριξη της 
αναπνοής, ενώ παράλληλα ξεκίνησε εµπειρική αγωγή µε αµπικιλλίνη/σουλµπακτάµη. Οι 
καλλιέργειες αίµατος, ούρων και βρογχικών εκκρίσεων δεν ανέδειξαν την ανάπτυξη 
παθογόνου µικροοργανισµού. Τη 17η ηµέρα της νοσηλείας αποµονώθηκε από τις βρογχικές 
εκκρίσεις της ασθενούς A. baumannii (Ab299), το οποίο σύµφωνα µε το αντιβιόγραµµα ήταν 
ανθεκτικό στα περισσότερα αντιβιοτικά και ευαίσθητο στην κολιστίνη (MIC 0.5 µg/ml). 
Κατά τη διάρκεια των επόµενων 100 ηµερών, 14 στελέχη A. baumannii µε τον ίδιο 
φαινότυπο ευαισθησίας στα αντιβιοτικά αποµονώθηκαν διαδοχικά από τις βρογχικές 
εκκρίσεις της ασθενούς, καθώς και 5 στελέχη A. baumannii από καλλιέργειες αίµατος. Κατά 
την περίοδο αυτή η ασθενής παρουσίασε επαναλαµβανόµενα επεισόδια µικροβιαιµίας 
οφειλόµενα σε A. baumannii και Burkholderia cepacia, για τα οποία της χορηγήθηκε 
θεραπεία µε πολλαπλά σχήµατα αντιβιοτικών (µεταξύ των οποίων αµπικιλλίνη/σουλµπακτά- 
µη, γενταµικίνη, τιγεκυκλίνη, σιπροφλοξασίνη και µεροπενέµη για περισσότερες από 10 
ηµέρες το καθένα) και επίσης κολιστίνη για 28 ηµέρες συνολικά. Την 122η ηµέρα της 
νοσηλείας, κι ενώ η ασθενής δεν παρουσίαζε κλινικά σηµεία λοίµωξης του αναπνευστικού, 
αποµονώθηκε από την καλλιέργεια βρογχικών εκκρίσεων A. baumannii ανθεκτικό στην 
κολιστίνη (Ab347, MIC 32 µg/ml). Μέχρι τη 206η ηµέρα αποµονώθηκαν συνολικά δώδεκα 
ColR στελέχη A. baumannii από διαδοχικές καλλιέργειες βρογχικών εκκρίσεων, τα οποία 
ήταν φαινοτυπικά όµοια µε το στέλεχος Ab347. Θα πρέπει να σηµειωθεί ότι ένα ColS 
στέλεχος A. baumannii, φαινοτυπικά όµοιο µε το Ab299, αποτέλεσε αίτιο µικροβιαιµίας τη 
212η ηµέρα, ενώ δεν αποµονώθηκε κανένα ColR στέλεχος από αιµοκαλλιέργειες κατά τη 
διάρκεια ολόκληρης της νοσηλείας. Η ασθενής πήρε εξιτήριο τη 224η ηµέρα σε καλή 
κλινική κατάσταση. 
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2.2. Δεύτερο ζεύγος ColS/ColR στελεχών A. baumannii 
 
Άντρας ηλικίας 77 ετών µε προηγηθείσα θωρακοτοµή εισήχθηκε στο νοσοκοµείο τον Ιούλιο 
του 2008, εξαιτίας διαπύησης του χειρουργικού τραύµατος και µεσοθωρακίτιδας. Ο ασθενής 
µεταφέρθηκε στη ΜΕΘ και λήφθηκαν καλλιέργειες από την περιοχή του χειρουργικού 
τραύµατος, οι οποίες δεν ανέδειξαν την παρουσία παθογόνου µικροοργανισµού. Ακολούθησε 
χειρουργικός καθαρισµός της στερνοτοµής και χορηγήθηκε εµπειρική αγωγή µε ιµιπενέµη, 
τεϊκοπλανίνη και µετρονιδαζόλη. Τη 14η ηµέρα της νοσηλείας αποµονώθηκε από 
καλλιέργεια πύου της στερνοτοµής ColS A. baumannii (Ab248, MIC 0.5 µg/ml), το οποίο 
ήταν ανθεκτικό στις καρβαπενέµες: η προηγούµενη εµπειρική θεραπεία διακόπηκε και 
ξεκίνησε αγωγή µε κολιστίνη και τιγεκυκλίνη. Την 37η ηµέρα της νοσηλείας, κι ενώ η 
εικόνα του τραύµατος ήταν βελτιωµένη, η καλλιέργεια πύου ανέδειξε ColR στέλεχος A. 
baumannii (Ab249, MIC 128 µg/ml). Παρόλο που τις επόµενες ηµέρες της νοσηλείας 
αποµονώθηκαν διαδοχικά τρία ακόµη ColR στελέχη A. baumannii, φαινοτυπικά όµοια µε το 
Ab249, ο ασθενής δεν έλαβε αντιµικροβιακή αγωγή λόγω της απουσίας κλινικών σηµείων 
λοίµωξης και εξήχθηκε την 65η ηµέρα. 
 
2.3. Χαρακτηριστικά των στελεχών 
 
Τα χαρακτηριστικά των οκτώ ColR στελεχών που µελετήθηκαν φαίνονται στον Πίνακα 12. 
Όλα τα στελέχη ήταν ανθεκτικά στα περισσότερα αντιβιοτικά συµπεριλαµβανοµένων των 
καρβαπενεµών (MICs ≥32 µg/ml για ιµιπενέµη και µεροπενέµη), εκτός της τιγεκυκλίνης. Οι 
MICs στην κολιστίνη µε τη µέθοδο µακροαραιώσεων σε ζωµό κυµαίνονταν από 8 έως >256 
µg/ml. 
Τα χαρακτηριστικά των στελεχών των δύο ζευγαριών που µελετήθηκαν παρατίθενται 
στον Πίνακα 13. Και τα δύο ζευγάρια των στελεχών ήταν ανθεκτικά στις καρβαπενέµες 
(MICs >32 µg/ml για ιµιπενέµη και µεροπενέµη), καθώς επίσης ανθεκτικά στα περισσότερα 
αντιβιοτικά που ελέγχθηκαν, εκτός της τιγεκυκλίνης και της αµπικιλλίνης/σουλµπακτάµης. Η 
ριφαµπικίνη παρουσίασε χαµηλές MICs. Όσον αφορά στην κολιστίνη, η MIC ήταν 0.5 µg/ml 
για τα ColS στελέχη Ab248 και Ab299, ενώ ήταν 128 µg/ml και 32 µg/ml για τα ColR 
στελέχη Ab249 και Ab347, αντίστοιχα. 
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Ε: Ευαίσθητο, Α: Ανθεκτικό 
 
 
2.4. Μέθοδοι τυποποίησης 
 
Η µέθοδος PFGE ανέδειξε την παρουσία 3 τύπων [τύποι PFGE I (µε 4 υποτύπους Ib-Ie), II, 
IV)] στα οκτώ ColR στελέχη (Εικόνα 1). Όσον αφορά στα δύο ζευγάρια, όλα τα ColS/ColR 
κλινικά στελέχη εντός του κάθε ζεύγους εµφάνισαν ακριβώς όµοια ηλεκτροφορητική εικόνα, 
ανήκαν δηλαδή σε πανοµοιότυπο PFGE τύπο. Τα στελέχη του πρώτου ζεύγους διέφεραν από 
τα στελέχη του δεύτερου ζεύγους ως προς δύο ηλεκτροφορητικές ζώνες κι εποµένως 
θεωρήθηκε ότι ανήκουν σε διαφορετικούς υποτύπους του ίδιου κλώνου (Εικόνα 1).  
Η τυποποίηση µε το σχήµα ΜLST ανέδειξε ότι τα έξι από τα οκτώ ColR στελέχη 
(Ab1-Ab6) και τα ColS/ColR στελέχη των δύο ζευγαριών ανήκαν στον τύπο ST2 (αλληλικό 
προφίλ: 2-2-2-2-2-2-2). Ο τύπος ST2 ανήκει στον διεθνή κλώνο CC2, ο οποίος είναι και ο 
επικρατέστερος στις περισσότερες περιοχές παγκοσµίως (101,224). 
 
 
 
Πίνακας 13. Χαρακτηριστικά των ζευγών των ColS/ColR στελεχών A. baumannii  
Στελέχη 
Aποµόνωση 
(ηµέρα 
νοσηλείας) 
Υλικό 
Colistin MIC 
(µg/ml) / 
Προφίλ 
ευαισθησίας 
 
Γονίδια 
blaOXA  
 
 
Τύπος 
PFGE 
 
ST 
Γονότυπος 
pmrB 
Ab248 14η Πύο 0.5/E 
blaOXA-66 
blaOXA-58 
Ia 2 Αγρίου 
τύπου 
Ab249 37η Πύο 128/A blaOXA-66 
blaOXA-58 
Ia 2 P233S 
Ab299 17η Βρογχικές 
εκκρίσεις 
0.5/E blaOXA-66 
blaOXA-58 
Ib 2 
Αγρίου 
τύπου 
Ab347 122η Βρογχικές 
εκκρίσεις  
32/A blaOXA-66 
blaOXA-58 
Ib 2 P170L 
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Εικόνα 1. Ηλεκτροφορητικά πρότυπα των στελεχών της µελέτης. 
Μ: lambda-phage molecular size marker 
248-279: ColS στελέχη του 2ου ασθενούς, υπότυπος Ia 
284-249: ColR στελέχη του 2ου ασθενούς, υπότυπος Ia 
299-347: ColS-ColR στελέχη της 1ης ασθενούς, υπότυπος Ib  
Ab1, Ab3, Ab4: ColR στελέχη, υπότυπος Ie 
Ab2: ColR στέλεχος, υπότυπος Ib 
Ab5: ColR στέλεχος, υπότυπος Ic 
Ab6: ColR στέλεχος, υπότυπος Id 
Ab7: ColR στέλεχος, τύπος ΙΙ 
Ab8: ColR στέλεχος, τύπος IV 
 
 
Το ColR στέλεχος Ab8 ανήκε στον νέο τύπο ST645 (αλληλικό προφίλ: 2-103-2-2-2-2-2). 
Πρόκειται για τύπο, ο οποίος αποτελεί SLV του τύπου ST2, δηλαδή υπάρχει διαφορά σε ένα 
µόνο αλλήλιο γονιδίου από τα 7 που εξετάστηκαν. Στην προκειµένη περίπτωση ανιχνεύτηκε 
η αντικατάσταση 192 G>A στο γονίδιο fusA και έτσι προέκυψε µια παραλλαγή του αλληλίου 
2, το αλλήλιο 103. Τέλος, τo ColR στέλεχος Ab7 ανήκε στον τύπο ST1 (αλληλικό προφίλ: 1-
1-1-1-5-1-1), ο οποίος περιλαµβάνεται στον διεθνή κλώνο CC1.  
							248					279						284				249						M		 299				347			Αb1				Ab2			M						Ab3					Ab4				Ab5				Ab6				Ab7																	M						Ab8				
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2.5. PCR και αλληλούχιση 
 
Ο έλεγχος µε PCR για την ανίχνευση γονιδίων που κωδικογραφούν β-λακταµάσες ανέδειξε 
την παρουσία του γονιδίου blaOXA-51-like σε όλα τα στελέχη. Η καρβαπενεµάση blaOXA-58-like 
ανιχνεύτηκε στα επτά από τα οκτώ ColR στελέχη και στα ColS/ColR στελέχη των ζευγαριών, 
ενώ στο στέλεχος Ab8 ανιχνεύτηκε η οξακιλλινάση blaOXA-23-like. Η ανάλυση της 
νουκλεοτιδικής αλληλουχίας αποκάλυψε ότι όλα τα στελέχη, εκτός από το Ab7, έφεραν τα 
αλληλόµορφα που κωδικογραφούν την οξακιλλινάση blaOXA-66 και επιβεβαίωσε την 
προαναφερθείσα ανίχνευση των καρβαπενεµασών blaOXA-58 και blaOXA-23.  
Όσον αφορά στα γονίδια που σχετίζονται µε την αντοχή στην κολιστίνη, κανένα 
στέλεχος δεν είχε µεταλλάξεις στα γονίδια lpxA, lpxC και lpxD. Στο σηµείο αυτό θα πρέπει 
να σηµειωθεί ότι η σύγκριση των αλληλουχιών των ColR στελεχών Ab1, Ab2, Ab3, Ab4, 
Ab5, Ab6 και Ab8 έγινε µε τις αντίστοιχες αλληλουχίες των ColS στελεχών Ab299 και 
Ab248 και µε τις  αλληλουχίες της GeneBank για το A. baumannii ACICU (National 
Research Centre, Italy). Οι αλληλουχίες τoυ στελέχους Ab7, που ανήκε στον ST τύπο 1, 
συγκρίθηκαν µε τις αντίστοιχες αλληλουχίες της GeneBank για το A. baumannii AYE 
(Genoscope, France), που ανήκει επίσης στον ίδιο ST τύπο. Τέλος, οι αλληλουχίες των ColR 
στελεχών Ab347 και Ab249 συγκρίθηκαν µε τις αλληλουχίες των οµολόγων τους ColS 
στελεχών Ab299 και Ab248, αντίστοιχα. Η υποθετική λειτουργική επίδραση των 
nonsynonymous µεταλλάξεων αξιολογήθηκε χρησιµοποιώντας το πρόγραµµα SIFT (328). 
Πρόκειται για ένα εργαλείο λογισµικού που µπορεί να διακρίνει αν µια αλλαγή ενός 
αµινοξέος επηρεάζει τη λειτουργία της πρωτεΐνης, αν δηλαδή η αλλαγή είναι ουδέτερη ή 
επιβλαβής (http://sift.jcvi.org/).  
Οι αµινοξικές αλλαγές των οκτώ ColR στελεχών στα γονίδια pmrCAB 
παρουσιάζονται στον Πίνακα 12. 
Σε σύγκριση µε το ColS στέλεχος Ab299, το ColR στέλεχος Ab347 είχε µετάλλαξη 
ενός νουκλεοτιδίου στο γονίδιο pmrB που οδήγησε σε αλλαγή ενός αµινοξέος, P170L, στην 
πρωτεΐνη PmrB, η οποία εµπλέκεται στην αντοχή της κολιστίνης µέσω τροποποιήσεων του 
λιποπολυσακχαρίτη (329). Οµοίως, το ColR στέλεχος Ab249 είχε την αντικατάσταση P233S 
στην πρωτεΐνη ΡmrB σε σύγκριση µε το ColS οµόλογό του Ab248. Οι νουκλεοτιδικές 
αλληλουχίες των pmrB γονιδίων (1335 bp) των δύο ζευγών παρατίθενται αµέσως παρακάτω. 
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Ab248-pmrB 
GTGCATTATTCATTAAAAAAACGACTGATTTGGGGCACCTCAATTTTCAGTGTCATCTTAGGTTGT
ATTTTAATTTTTAGTGCTTATAAGGTTGCACTTCAAGAAGTCGATGAAATTCTAGATACTCAAATG
AAGTATTTAGCGGAAAGAACAGCTGAGCACCCTTTAAAAACTGTAAGCAGTAAGTTTGATTTTCAT
AAAACTTACCACGAAGAAGATCTGTTTATCGATATCTGGGCTTATAAGGATCAGGCCCATTTGTCT
CATCATTTACATTTGCTGGTTCCACCTGTTGAGCAAGCGGGATTTTATTCTCATAAAACCGCTCAAG
GTATAGTCAGAACTTATGTTTTACCTTTGAAGGATTATCAGATTCAGGTCAGTCAGCAAGAGAGGG
TTCGTGAAGCTTTCGCTTGGGAGCTTGCGGGCAGTATGTTTATTCCGTATTTAATTATTTTACCTTTT
GCAATATTTGCCTTAGCAGCCATTATTCGTCGTGGTTTAAAACCAATAGATGATTTTAAAAATGAG
TTAAAAGAACGCGATTCCGAAGAACTCACACCAATTGAAGTACATGATTATCCTCAAGAGCTTTTA
CCTACTATTGACGAAATGAACCGTCTTTTTGAGCGCATTTCTAAAGCGCAAAATGAACAGAAGCA
ATTTATTGCCGATGCTGCTCATGAATTACGAACACCTGTGACTGCATTGAACTTACAAACCAAGAT
TTTGCTAAGCCAGTTTCCTGAGCATGAATCATTGCAAAACTTAAGCAAGGGTTTGGCGCGTATTCA
GCATTTGGTGACTCAGCTTTTAGCATTGGCAAAGCAAGATGTAACTTTAAGTATGGTCGAGCCTAC
TGGTTATTTTCAACTCAATGATGTGGCATTAAATTGTGTGGAGCAGTTGGTCAACTTGGCTATGCA
AAAAGAAATCGATTTAGGTTTTGTTAGAAATGAACCCATCGAAATGCATAGTATTGAACCTACTGT
ACATTCGATTATTTTTAATTTAATTGATAATGCAATTAAGTACACCCCGCATCAGGGTGTTATTAAT
ATTTCAGTTTATACCGATCCAGATCACTACGCATGTATTCAAATTGAAGATAGCGGTGCAGGAATA
GACCCTGAAAATTACGATAAAGTCCTTAAGCGTTTTTATCGCGTGCATCACCATCTTGAGGTGGGA
AGTGGTCTAGGTTTATCTATTGTAGATCGTGCAACTCAAAGGCTTGGTGGGACTTTAACTCTCGAT
AAGAGCTTAGAGCTTGGCGGTCTTTCTGTATTAGTGAAATTACCTAAAGTTTTACATTTACATGAA
ACAAGAGTGTGA 
 
 
Ab249-pmrB 
GTGCATTATTCATTAAAAAAACGACTGATTTGGGGCACCTCAATTTTCAGTGTCATCTTAGGTTGT
ATTTTAATTTTTAGTGCTTATAAGGTTGCACTTCAAGAAGTCGATGAAATTCTAGATACTCAAATG
AAGTATTTAGCGGAAAGAACAGCTGAGCACCCTTTAAAAACTGTAAGCAGTAAGTTTGATTTTCAT
AAAACTTACCACGAAGAAGATCTGTTTATCGATATCTGGGCTTATAAGGATCAGGCCCATTTGTCT
CATCATTTACATTTGCTGGTTCCACCTGTTGAGCAAGCGGGATTTTATTCTCATAAAACCGCTCAAG
GTATAGTCAGAACTTATGTTTTACCTTTGAAGGATTATCAGATTCAGGTCAGTCAGCAAGAGAGGG
TTCGTGAAGCTTTCGCTTGGGAGCTTGCGGGCAGTATGTTTATTCCGTATTTAATTATTTTACCTTTT
GCAATATTTGCCTTAGCAGCCATTATTCGTCGTGGTTTAAAACCAATAGATGATTTTAAAAATGAG
TTAAAAGAACGCGATTCCGAAGAACTCACACCAATTGAAGTACATGATTATCCTCAAGAGCTTTTA
CCTACTATTGACGAAATGAACCGTCTTTTTGAGCGCATTTCTAAAGCGCAAAATGAACAGAAGCA
ATTTATTGCCGATGCTGCTCATGAATTACGAACATCTGTGACTGCATTGAACTTACAAACCAAGAT
TTTGCTAAGCCAGTTTCCTGAGCATGAATCATTGCAAAACTTAAGCAAGGGTTTGGCGCGTATTCA
GCATTTGGTGACTCAGCTTTTAGCATTGGCAAAGCAAGATGTAACTTTAAGTATGGTCGAGCCTAC
TGGTTATTTTCAACTCAATGATGTGGCATTAAATTGTGTGGAGCAGTTGGTCAACTTGGCTATGCA
AAAAGAAATCGATTTAGGTTTTGTTAGAAATGAACCCATCGAAATGCATAGTATTGAACCTACTGT
ACATTCGATTATTTTTAATTTAATTGATAATGCAATTAAGTACACCCCGCATCAGGGTGTTATTAAT
ATTTCAGTTTATACCGATCCAGATCACTACGCATGTATTCAAATTGAAGATAGCGGTGCAGGAATA
GACCCTGAAAATTACGATAAAGTCCTTAAGCGTTTTTATCGCGTGCATCACCATCTTGAGGTGGGA
AGTGGTCTAGGTTTATCTATTGTAGATCGTGCAACTCAAAGGCTTGGTGGGACTTTAACTCTCGAT
AAGAGCTTAGAGCTTGGCGGTCTTTCTGTATTAGTGAAATTACCTAAAGTTTTACATTTACATGAA
ACAAGAGTGTGA 
 
Η αντικατάσταση που σηµειώθηκε στην αλληλουχία του στελέχους Ab249 είναι 
επισηµασµένη µε έντονο µαύρο χρώµα. Συγκεκριµένα, στη θέση 697 υπάρχει θυµίνη αντί για 
κυτοσίνη (697 C>T). 
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Ab299-pmrB 
GTGCATTATTCATTAAAAAAACGACTGATTTGGGGCACCTCAATTTTCAGTGTCATCTTAGGTTGT
ATTTTAATTTTTAGTGCTTATAAGGTTGCACTTCAAGAAGTCGATGAAATTCTAGATACTCAAATG
AAGTATTTAGCGGAAAGAACAGCTGAGCACCCTTTAAAAACTGTAAGCAGTAAGTTTGATTTTCAT
AAAACTTACCACGAAGAAGATCTGTTTATCGATATCTGGGCTTATAAGGATCAGGCCCATTTGTCT
CATCATTTACATTTGCTGGTTCCACCTGTTGAGCAAGCGGGATTTTATTCTCATAAAACCGCTCAAG
GTATAGTCAGAACTTATGTTTTACCTTTGAAGGATTATCAGATTCAGGTCAGTCAGCAAGAGAGGG
TTCGTGAAGCTTTCGCTTGGGAGCTTGCGGGCAGTATGTTTATTCCGTATTTAATTATTTTACCTTTT
GCAATATTTGCCTTAGCAGCCATTATTCGTCGTGGTTTAAAACCAATAGATGATTTTAAAAATGAG
TTAAAAGAACGCGATTCCGAAGAACTCACACCAATTGAAGTACATGATTATCCTCAAGAGCTTTTA
CCTACTATTGACGAAATGAACCGTCTTTTTGAGCGCATTTCTAAAGCGCAAAATGAACAGAAGCA
ATTTATTGCCGATGCTGCTCATGAATTACGAACACCTGTGACTGCATTGAACTTACAAACCAAGAT
TTTGCTAAGCCAGTTTCCTGAGCATGAATCATTGCAAAACTTAAGCAAGGGTTTGGCGCGTATTCA
GCATTTGGTGACTCAGCTTTTAGCATTGGCAAAGCAAGATGTAACTTTAAGTATGGTCGAGCCTAC
TGGTTATTTTCAACTCAATGATGTGGCATTAAATTGTGTGGAGCAGTTGGTCAACTTGGCTATGCA
AAAAGAAATCGATTTAGGTTTTGTTAGAAATGAACCCATCGAAATGCATAGTATTGAACCTACTGT
ACATTCGATTATTTTTAATTTAATTGATAATGCAATTAAGTACACCCCGCATCAGGGTGTTATTAAT
ATTTCAGTTTATACCGATCCAGATCACTACGCATGTATTCAAATTGAAGATAGCGGTGCAGGAATA
GACCCTGAAAATTACGATAAAGTCCTTAAGCGTTTTTATCGCGTGCATCACCATCTTGAGGTGGGA
AGTGGTCTAGGTTTATCTATTGTAGATCGTGCAACTCAAAGGCTTGGTGGGACTTTAACTCTCGAT
AAGAGCTTAGAGCTTGGCGGTCTTTCTGTATTAGTGAAATTACCTAAAGTTTTACATTTACATGAA
ACAAGAGTGTGA 
 
 
Ab347-pmrB 
GTGCATTATTCATTAAAAAAACGACTGATTTGGGGCACCTCAATTTTCAGTGTCATCTTAGGTTGT
ATTTTAATTTTTAGTGCTTATAAGGTTGCACTTCAAGAAGTCGATGAAATTCTAGATACTCAAATG
AAGTATTTAGCGGAAAGAACAGCTGAGCACCCTTTAAAAACTGTAAGCAGTAAGTTTGATTTTCAT
AAAACTTACCACGAAGAAGATCTGTTTATCGATATCTGGGCTTATAAGGATCAGGCCCATTTGTCT
CATCATTTACATTTGCTGGTTCCACCTGTTGAGCAAGCGGGATTTTATTCTCATAAAACCGCTCAAG
GTATAGTCAGAACTTATGTTTTACCTTTGAAGGATTATCAGATTCAGGTCAGTCAGCAAGAGAGGG
TTCGTGAAGCTTTCGCTTGGGAGCTTGCGGGCAGTATGTTTATTCCGTATTTAATTATTTTACCTTTT
GCAATATTTGCCTTAGCAGCCATTATTCGTCGTGGTTTAAAACTAATAGATGATTTTAAAAATGAG
TTAAAAGAACGCGATTCCGAAGAACTCACACCAATTGAAGTACATGATTATCCTCAAGAGCTTTTA
CCTACTATTGACGAAATGAACCGTCTTTTTGAGCGCATTTCTAAAGCGCAAAATGAACAGAAGCA
ATTTATTGCCGATGCTGCTCATGAATTACGAACACCTGTGACTGCATTGAACTTACAAACCAAGAT
TTTGCTAAGCCAGTTTCCTGAGCATGAATCATTGCAAAACTTAAGCAAGGGTTTGGCGCGTATTCA
GCATTTGGTGACTCAGCTTTTAGCATTGGCAAAGCAAGATGTAACTTTAAGTATGGTCGAGCCTAC
TGGTTATTTTCAACTCAATGATGTGGCATTAAATTGTGTGGAGCAGTTGGTCAACTTGGCTATGCA
AAAAGAAATCGATTTAGGTTTTGTTAGAAATGAACCCATCGAAATGCATAGTATTGAACCTACTGT
ACATTCGATTATTTTTAATTTAATTGATAATGCAATTAAGTACACCCCGCATCAGGGTGTTATTAAT
ATTTCAGTTTATACCGATCCAGATCACTACGCATGTATTCAAATTGAAGATAGCGGTGCAGGAATA
GACCCTGAAAATTACGATAAAGTCCTTAAGCGTTTTTATCGCGTGCATCACCATCTTGAGGTGGGA
AGTGGTCTAGGTTTATCTATTGTAGATCGTGCAACTCAAAGGCTTGGTGGGACTTTAACTCTCGAT
AAGAGCTTAGAGCTTGGCGGTCTTTCTGTATTAGTGAAATTACCTAAAGTTTTACATTTACATGAA
ACAAGAGTGTGA 
 
Οµοίως, η αντικατάσταση που σηµειώθηκε στην αλληλουχία του στελέχους Ab347 είναι 
επισηµασµένη µε έντονο µαύρο χρώµα. Στη θέση 509 υπάρχει θυµίνη αντί για κυτοσίνη (509 
C>T). 
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2.6. Ποσοτική real-time RT-PCR 
Τα ColR στελέχη Ab249 και Ab347 είχαν αυξηµένη έκφραση των γονιδίων pmrA (3,61- και 
10,9-φορές, αντίστοιχα) και pmrB (5,73- και 23,7-φορές, αντίστοιχα) σε σύγκριση µε εκείνη 
των ColS οµολόγων τους Ab248 και Ab299, αντιστοίχως, ενώ παρουσίασαν µικρότερη 
αύξηση στην έκφραση του pmrC (1,6- και 2,44-φορές, αντίστοιχα). Η σχετική έκφραση των 
γονιδίων pmrCAB παριστάνεται στο Γράφηµα 2.	 	
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Γράφηµα 2. Σχετική έκφραση 
των γονιδίων pmrCAB στα ColR 
και ColS στελέχη. (α) Ab249 
έναντι Ab248, (β) Ab347 έναντι 
Ab299. Το επίπεδο έκφρασης 
των γονιδίων pmrCAB στα ColS 
στελέχη είναι ίσο προς 1. Οι 
τιµές παριστάνουν τους µέσους 
όρους ± τυπικές αποκλίσεις 
τριών ανεξάρτητων πειραµάτων. 
Οι διαφορές στην έκφραση των 
γονιδίων pmrCAB ήταν 
σηµαντικές (Ρ < 0.05 για όλα τα 
γονίδια). 
 
 
β) 
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2.7. In vitro δοκιµασίες προσδιορισµού του ρυθµού ανάπτυξης 
 
Οι καµπύλες ανάπτυξης των οκτώ ColR στελεχών σε σύγκριση µε το στέλεχος ελέγχου 
ATCC 19606 µε τη µέθοδο των γυάλινων σωληναρίων παρουσιάζονται στα Γραφήµατα 3α 
και 3β. Όπως φαίνεται, όλα τα στελέχη εκτός από το Ab8, εµφάνισαν χαµηλότερο ρυθµό 
ανάπτυξης σε σχέση µε το στέλεχος ATCC 19606 (Ρ < 0.05). 
Οι καµπύλες ανάπτυξης για τα δύο ζευγάρια των ColS/ColR στελεχών (µέθοδος των 
γυάλινων σωληναρίων) φαίνονται στα Γραφήµατα 4α και 4β. Η ανάπτυξη των ColR 
στελεχών ήταν σηµαντικά βραδύτερη από εκείνη των αντίστοιχων ColS στελεχών, µε τη 
διαφορά να είναι σηµαντική σε όλα τα χρονικά σηµεία για το ζεύγος Ab299/Ab347 και στις 
24-48 ώρες για το ζεύγος Ab248/Αb249 (Ρ < 0.05). Επίσης, οι αποικίες του ColR στελέχους 
Ab347 (προήλθαν από τα σωληνάρια µελέτης του ρυθµού ανάπτυξης) ήταν σηµαντικά 
µικρότερες σε σχέση µε εκείνες του ColS στελέχους Ab299. Η µελέτη του ρυθµού 
ανάπτυξης µε τη µέθοδο της µικροπλάκας-σπεκτροφωτόµετρου παρήγαγε παρόµοια 
αποτελέσµατα, δηλαδή παρατηρήθηκε χαµηλότερη ανάπτυξη για τα ColR στελέχη (Ρ < 0.05 
σε όλα τα χρονικά σηµεία από 6 έως και 24 ώρες). Οι ειδικός ρυθµός ανάπτυξης (µ) ήταν ως 
εξής: 0.24/0.18 για το ζεύγος Ab248/Ab249 και 0.25/0.16 για το ζεύγος Ab299/Ab347 (Ρ < 
0.05). 
 
 
Γράφηµα 3α. Καµπύλες ανάπτυξης των ColR στελεχών Ab1, Ab2, Ab3 και Ab4 σε σύγκριση µε το 
πρότυπο στέλεχος A. baumannii ATCC 19606.  
άξονας y: θολερότητα (κλίµακα McFarland), άξονας x: χρόνος ανάπτυξης (h, ώρες). 
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Γράφηµα 3β. Καµπύλες ανάπτυξης των ColR στελεχών Ab5, Ab6, Ab7 και Ab8 σε σύγκριση µε το 
πρότυπο στέλεχος A. baumannii ATCC 19606.  
άξονας y: θολερότητα (κλίµακα McFarland), άξονας x: χρόνος ανάπτυξης (h, ώρες). 
 
 
 
 
Γράφηµα 4α. Καµπύλες ανάπτυξης των ColS/ColR στελεχών Ab248/Ab249, αντίστοιχα. 
άξονας y: CFUs/ml, άξονας x: χρόνος ανάπτυξης (h, ώρες). 
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Γράφηµα 4β. Καµπύλες ανάπτυξης των ColS/ColR στελεχών Ab299/Ab347, αντίστοιχα. 
άξονας y: CFUs/ml, άξονας x: χρόνος ανάπτυξης (h, ώρες). 
 
 
2.8. In vitro δοκιµασίες ανταγωνισµού 
 
Τα in vitro πειράµατα ανταγωνισµού µεταξύ των ColS/ColR στελεχών των δύο ζευγών 
αποκάλυψαν στατιστικά σηµαντική επιβράδυνση στην ικανότητα ανάπτυξης στα ColR 
στελέχη (Γράφηµα 5). Αναλυτικότερα, το ColR στέλεχος Ab249 έδειξε µια µέση µείωση 
στην ικανότητα ανάπτυξης 17% σε 5 ώρες (σχετική ικανότητα ανάπτυξης = 0.91, SD = 0.03, 
P = 0.001) και 47,9% στις 20 ώρες (σχετική ικανότητα ανάπτυξης = 0.70, SD = 0.06, P = 
0.001) σε σύγκριση µε το συναγωνιζόµενο ColS στέλεχος Ab248. Οµοίως, το ColR στέλεχος 
Ab347 παρουσίασε µείωση στην ικανότητα ανάπτυξης 20,7% στις 5 ώρες (σχετική 
ικανότητα ανάπτυξης = 0.89, SD = 0.08, P = 0.038) και 51,9% στις 20 ώρες (σχετική 
ικανότητα ανάπτυξης = 0.69, SD = 0.02, P < 0.001) σε σχέση µε το ColS στέλεχος Ab299. 
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Γράφηµα 5. Σχετική ικανότητα ανάπτυξης (relative fitness) των ColS/ColR στελεχών A. baumannii. 
Οι τιµές αντιπροσωπεύουν τις µέσες τιµές ± τυπικές αποκλίσεις τριών ανεξάρτητων πειραµάτων, που 
πραγµατοποιήθηκαν στις 5 και 20 ώρες. Τιµές µικρότερες του 1 υποδηλώνουν κόστος προσαρµογής, 
ενώ τιµές µεγαλύτερες του 1 υποδηλώνουν ικανότητα προσαρµογής. Οι αστερίσκοι δείχνουν 
στατιστικώς σηµαντικές διαφορές µεταξύ των στελεχών (* Ρ < 0.05, ** Ρ = 0.001, *** Ρ < 0.001). 
 
 
 
2.9. Έλεγχος σχηµατισµού βιοµεµβράνης - Στατικό και δυναµικό µοντέλο 
 
Στη στατική δοκιµασία στις 24 ώρες, και τα δύο ColR στελέχη A. baumannii παρουσίασαν 
σηµαντικά χαµηλότερη παραγωγή βιοµεµβράνης σε σχέση µε τα ColS στελέχη (Γράφηµα 
6β). Ειδικότερα, το ColR στέλεχος Ab249 παρήγαγε λιγότερη βιοµεµβράνη κατά 55,1% σε 
σύγκριση µε το ColS οµόλογό του Ab248 (Ab249: OD620 = 0.060, SD = 0.023, Ab248: 
OD620 = 0.134, SD = 0.05, P < 0.001). Οµοίως, το ColR στέλεχος Ab347 παρουσίασε 
µείωση στον σχηµατισµό βιοµεµβράνης κατά 96,4% σε σχέση µε το ColS στέλεχος Ab299 
(Ab347: OD620 = 0.002, SD = 0.005, Ab299: OD620 = 0.068, SD = 0.035, P < 0.001). 
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Γράφηµα 6. Προσκόλληση και σχηµατισµός βιοµεµβράνης από τα ColS/ColR στελέχη A. baumannii 
στις 6 ώρες (α) και στις 24 ώρες (β) µε τη στατική δοκιµασία. Τα αποτελέσµατα αντιπροσωπεύουν τις 
µέσες τιµές ± τυπικές αποκλίσεις τριών ανεξάρτητων πειραµάτων, (OD = οπτική πυκνότητα). Οι 
αστερίσκοι δείχνουν στατιστικώς σηµαντικές διαφορές µεταξύ των στελεχών (* Ρ < 0.001). 
  
Τα ευρήµατά µας σε αυτά τα κλινικά στελέχη υποστηρίζουν προηγούµενες µελέτες, 
σύµφωνα µε τις οποίες ColR στελέχη A. baumannii που παρήχθησαν in vitro επέδειξαν 
ασθενέστερη παραγωγή βιοµεµβράνης από τα οµόλογά τους ColS στελέχη (295,300). Επίσης, 
χρησιµοποιήσαµε ένα στατικό πρωτόκολλο προσδιορισµού στις 6 ώρες για τον έλεγχο των 
διαφορών στην αρχική ικανότητα προσκόλλησης µεταξύ των στελεχών του κάθε ζεύγους. 
Και σε αυτή την περίπτωση το στέλεχος Ab248 έδειξε υψηλότερη παραγωγή βιοµεµβράνης 
σε σχέση µε το Ab249 (Ρ < 0.001). Τα στελέχη Ab299/Ab347 έδειξαν ορατή καθυστέρηση 
ανάπτυξης συγκριτικά µε το στέλεχος ελέγχου (ATCC 19606) και στην ουσία δεν 
σχηµάτισαν βιοµεµβράνη (Γράφηµα 6α).  
Στην πιο ευαίσθητη δυναµική δοκιµασία στις 6 ώρες, το ColR στέλεχος Ab249 
εµφάνισε 43,6% λιγότερη κάλυψη της επιφάνειας και κατ’ επέκταση παραγωγή 
βιοµεµβράνης σε σύγκριση µε το ColS οµόλογό του Ab248 (Ab249: IntDen = 6.11E + 07, 
SD = 1.48E + 07, Ab248: IntDen = 1.08E + 08, SD = 7.51E + 06, Ρ < 0.001). Οµοίως, το 
ColR στέλεχος Ab347 σχηµάτισε 89,2% λιγότερη βιοµεµβράνη σε σχέση µε το στέλεχος 
Ab299 (Ab347: IntDen = 7.36E + 06, SD = 5.35E + 06, Ab299: IntDen = 6.78E + 07, SD = 
1.50E + 07, Ρ < 0.001) (Γράφηµα 7, Εικόνα 2). 
B	A	α) β) 
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Γράφηµα 7. Προσκόλληση και σχηµατισµός βιοµεµβράνης από τα ColS/ColR στελέχη A. baumannii 
µε τη δυναµική δοκιµασία. Τα αποτελέσµατα αντιπροσωπεύουν τις µέσες τιµές ± τυπικές αποκλίσεις 
τριών ανεξάρτητων πειραµάτων, (IntDen = ολική πυκνότητα). Οι αστερίσκοι δείχνουν στατιστικώς 
σηµαντικές διαφορές µεταξύ των στελεχών (* Ρ < 0.001). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Εικόνα 2. Κανάλια Bioflux µε µικροσκοπία φθορισµού. 
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2.10. Αλληλούχιση ολόκληρου του γονιδιώµατος των ColS/ColR στελεχών 
 
Η σύγκριση των γονιδιωµάτων µεταξύ των ColS/ColR στελεχών του κάθε ζεύγους 
επιβεβαίωσε τη µετάλλαξη (αντικατάσταση ενός αµινοξέος) που είχε ανιχνευθεί νωρίτερα µε 
απλή PCR στην πρωτεΐνη pmrB στα ColR στελέχη. Επίσης, στο ColR στέλεχος Ab249 
παρατηρήθηκε µια µετάλλαξη που οδήγησε στη µετατροπή ενός κωδικονίου τερµατισµού σε 
λυσίνη (*241K) στην πρωτεΐνη LpsB. Πρόκειται για µια συντηρηµένη 
γλυκοζυλοτρανσφεράση που εµπλέκεται στη βιοσύνθεση του πυρήνα του 
λιποπολυσακχαρίτη (193) και ενδεχοµένως είναι σηµαντική για τη λοιµογόνο δύναµη και την 
αντοχή στην κολιστίνη στα A. baumannii (330). Ακόµη, είναι ενδιαφέρον ότι στο ColR 
στέλεχος Ab347 παρατηρήσαµε την απώλεια µιας γονιδιωµατικής περιοχής που αποτελούταν 
από 47.969 bp. Μεταξύ άλλων, η περιοχή αυτή περιείχε τα γονίδια mrkC, mrkD, modA, 
modB, modC, modD και ppk, τα οποία είναι γνωστό ότι συνδέονται µε την παραγωγή 
βιοµεµβράνης σε στελέχη Enterobacteriacae ή Pseudomonas (331–333). Ιδιαίτερα 
αξιοσηµείωτη είναι η απώλεια των γονιδίων mrkC (pilin) και mrkD (assembly chaperone), τα 
οποία αποτελούν µέρος του συστήµατος Chaperon-Usher (CU) assembling pili που 
απαιτείται για τη συναρµολόγηση πολλαπλών υποµονάδων ινιδίων και τη δηµιουργία 
βιοµεµβράνης. Όπως έδειξαν προηγούµενες µελέτες, η αποδιοργάνωση τέτοιων συστηµάτων 
συναρµολόγησης ινιδίων, όπως το Csu ή το Fim, προκάλεσε σηµαντική µείωση στον 
σχηµατισµό βιοµεµβράνης σε στελέχη Α. baumannii (180,334). Η απώλεια των εν λόγω 
γονιδίων και της γονιδιωµατικής περιοχής επιβεβαιώθηκαν µε προσδιορισµό της 
αλληλουχίας κατά Sanger και WGM (335). Επιπλέον, στο στέλεχος Ab347 παρατηρήθηκε 
µια µετάλλαξη µετατόπισης πλαισίου (A19fs) στην πρωτεΐνη εξωτερικής µεµβράνης CarO, η 
οποία θεωρείται ότι σχετίζεται µε τον σχηµατισµό βιοµεµβράνης (187). Έτσι λοιπόν, όλες οι 
παραπάνω γενετικές τροποποιήσεις που συνέβησαν στο στέλεχος Ab347 θα µπορούσαν να 
εξηγήσουν, εν µέρει, τη σχεδόν πλήρη απουσία της παραγωγής βιοµεµβράνης που 
παρατηρήθηκε. 
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3. Πολυκεντρική µοριακή επιδηµιολογική µελέτη ανθεκτικών στις 
καρβαπενέµες στελεχών A. baumannii 
 
3.1. Δεδοµένα ασθενών  
 
Από τους 194 ασθενείς στους οποίους αποµονώθηκαν τα CRAB στελέχη, το 70,1% ήταν 
άνδρες και το 29,9% γυναίκες. Το 56,2% των ασθενών νοσηλευόταν στη ΜΕΘ (56,2%), 
20,6% σε Κλινικές του Παθολογικού Τοµέα, 17% σε Κλινικές του Χειρουργικού Τοµέα, 
2,1% σε Κέντρο Αποκατάστασης και Αποθεραπείας, ενώ 4,1% ήταν εξωτερικοί ασθενείς. Τα 
στελέχη αποµονώθηκαν κυρίως από αίµα (45.9%) και ακολούθως από δείγµατα της 
αναπνευστικής οδού (21,6%), δείγµατα δέρµατος και µαλακών µορίων (11,3%), ούρα (9,3%) 
και διάφορα άλλα υλικά (11,9%). 
 
3.2. Έλεγχος ευαισθησίας στα αντιµικροβιακά 
 
Όσον αφορά στον έλεγχο ευαισθησίας, και τα 194 CRAB στελέχη είχαν MICs στην 
ιµιπενέµη και τη µεροπενέµη ≥32 µg/ml. Όλα τα στελέχη ήταν ανθεκτικά σε όλες τις 
φθοριοκινολόνες και τις β-λακτάµες που ελέγχθησαν, εκτός από την 
αµπικιλλίνη/σουλµπακτάµη (5,2% των στελεχών ήταν ευαίσθητα). Τα ποσοστά ευαισθησίας 
στα υπόλοιπα αντιβιοτικά ήταν τα εξής: γενταµικίνη (9,4%), αµικασίνη (15,5%), 
τοµπραµυκίνη (22,9%), τετρακυκλίνη (10,3%), τριµεθοπρίµη/σουλφαµεθοξαζόλη (34,6%), 
µινοκυκλίνη (71,6%) και κολιστίνη (72,7%). Για την τιγεκυκλίνη, οι MICs50/90 ήταν 1/2 
µg/ml, αντίστοιχα. Το 3,1% των στελεχών της µελέτης ήταν MDR, το 78,4% XDR και το 
18,6% PDR. 
 
3.2.1. Συγκριτική αξιολόγηση των µεθόδων ελέγχου ευαισθησίας στην κολιστίνη 
 
Για τα 117 στελέχη που µελετήθηκαν, η ευαισθησία στην κολιστίνη, η EA, η CA, τα VMEs 
και τα MEs που παρατηρήθηκαν µε την κάθε µέθοδο παρουσιάζονται στον Πίνακα 14. Εν 
συντοµία, 18 στελέχη (15,4%) ήταν ανθεκτικά µε το Phoenix100, 19 (16,2%) µε το Vitek 2, 
29 (24,8%) µε τη µέθοδο BMD και 42 (35,9%) µε τη µέθοδο AD. Χρησιµοποιώντας την 
BMD ως µέθοδο αναφοράς, η ΕΑ ήταν 91,4% για το Phoenix100, 88,9% για το Vitek 2 και 
93,2% για την AD, ενώ η CA ήταν 88,9% για το Phoenix100, 89,7% για το Vitek 2 και 
87,2% για την AD. Τα αυτοµατοποιηµένα συστήµατα συνολικά υποεκτίµησαν την αντοχή 
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στην κολιστίνη αποδίδοντας πολυάριθµα VMEs (41,4% το Phoenix100 και 37,9% το Vitek 
2), ενώ παρήγαγαν σχετικά περιορισµένα ΜΕs (1,1% και τα δύο συστήµατα). Τα ποσοστά 
των VMEs και µε τις δύο µεθόδους ήταν σηµαντικά υψηλότερα µεταξύ των στελεχών που 
εµφάνισαν MIC στο όριο ευαισθησίας (2 µg/ml) σε σύγκριση µε εκείνα τα στελέχη που είχαν 
MICs ≤1 µg/ml. Ειδικότερα, το 46,2% των στελεχών που είχαν MIC 2 µg/ml µε το 
Phoenix100 ήταν ανθεκτικά µε τη µέθοδο BMD, σε σύγκριση µε το 7% των στελεχών που 
είχαν MIC ≤1 µg/ml, ενώ τα αντίστοιχα δεδοµένα για το Vitek 2 ήταν 33,3% και 9%. 
Αντίθετα µε τα αυτόµατα συστήµατα, η µέθοδος AD απέδωσε σχετικά περιορισµένα VMEs 
(3,4%) και πολύ περισσότερα MEs (15,9%), καθώς παρήγαγε υψηλότερες ΜΙCs από την 
BMD, όπως ήδη έχει αναφερθεί και στο παρελθόν (161).  
 
 
Πίνακας 14. Ευαισθησίες των στελεχών A. baumannii στην κολιστίνη, MICs50/90 που παρήχθησαν 
µε τις µεθόδους BMD, AD, Phoenix100, Vitek 2 και EA, CA και τα είδη των σφαλµάτων µε την 
κάθε µέθοδο σε σύγκριση µε την BMD 
  No. (%) των στελεχών    MIC (µg/ml)    No. (%) των στελεχών 
Μέθοδος  Ευαίσθητα Ανθεκτικά   50% 90%   EA CA VME ME 
           
BMD   88 (75,2)  29 (24,8) 
 
≤0.5 8 
     
           
AD 75 (64,1) 42 (35,9)  
 
1 ≥16 
 
109 (93,2) 102 (87,2) 1 (3,4) 14 (15,9) 
           
Phoenix100   99 (84,6) 18 (15,4) 
 
1 4 
 
107 (91,4) 104 (88,9) 12 (41,4) 1 (1,1) 
           
Vitek 2 98 (83,8) 19 (16,2)   0.5 ≥16   104 (88,9) 105 (89,7) 11 (37,9) 1 (1,1) 
 
 
3.3. Μοριακή ανίχνευση καρβαπενεµασών και αλληλουχιών εισδοχής  
 
Η συντριπτική πλειοψηφία των CRAB στελεχών έφερε την blaOXA-23-like καρβαπενεµάση 
(n=188, 96,9%). Σε 3 στελέχη (1,6%) ανευρέθησαν µαζί και τα δύο γονίδια των 
καρβαπενεµασών blaOXA-23-like και blaOXA-58-like, σε 2 στελέχη (1%) ανιχνεύθηκε το γονίδιο 
blaOXA-58-like, ενώ σε 1 στέλεχος (0,5%) το γονίδιο blaOXA-40-like. Η αλληλουχία εισδοχής 
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ISAba1 ανιχνεύθηκε ανοδικά του γονιδίου blaOXA-23-like και στα 191 στελέχη που ήταν θετικά 
για την blaOXA-23-like καρβαπενεµάση και ανοδικά του γονιδίου blaOXA-51-like σε 44 στελέχη 
(22,7%). 
 
3.4. Μοριακή επιδηµιολογία 
 
Το σχήµα τυποποίησης που βασίζεται στις δύο multiplex PCRs ταξινόµησε το µεγαλύτερο 
µέρος των CRAB στελεχών (n=151, 77,8%) στο G1, που αντιστοιχεί στον διεθνή κλώνο IC2. 
Επιπλέον, 14 στελέχη (7,2%) κατανεµήθηκαν στο G2, που αντιστοιχεί στον διεθνή κλώνο 
IC1, ενώ 1 στέλεχος ταξινοµήθηκε στο G6. Τα υπόλοιπα 28 στελέχη εµφάνισαν τρία 
διαφορετικά πρότυπα ζωνών. Αναλυτικότερα, σε 6 στελέχη ενισχύθηκαν τα αλλήλια G1 
ompA/blaOXA-66, σε 21 στελέχη τα αλλήλια G1 csuE/G2 ompA/blaOXA-69 και σε 1 στέλεχος τα 
αλλήλια G2 ompA/blaOXA-69. 
Σύµφωνα µε το σχήµα SBT, 157 στελέχη (80,9%) έφεραν το γονίδιο blaOXA-66 και 
εποµένως ανήκαν στον διεθνή κλώνο IC2, ενώ 36 στελέχη (18,6%) έφεραν το γονίδιο 
blaOXA-69 και άρα ανήκαν στον διεθνή κλώνο IC1. Ακόµη, το µοναδικό στέλεχος που ανήκε 
στο G6 έφερε την οξακιλλινάση blaOXA-90. Με τη µέθοδο MLST επιβεβαιώθηκε η παραπάνω 
ταξινόµηση, καθώς όλα τα στελέχη του διεθνούς κλώνου IC2 που εξετάσθηκαν ανήκαν στον 
τύπο ST2. Κατά τον ίδιο τρόπο, όλα τα στελέχη του διεθνούς κλώνου IC1 ανήκαν στον  τύπο 
ST1, ενώ το στέλεχος στο οποίο ανιχνεύτηκε η οξακιλλινάση blaOXA-90 ανήκε στον τύπο 
ST78. Με τη µέθοδο PFGE ταυτοποιήθηκαν επτά διακριτοί κλώνοι: Α, B, C, D, E, F και G. 
Όπως παρατηρήθηκε, τα στελέχη του τύπου ST2 ανήκαν στους κλώνους Α (τέσσερις 
υπότυποι), B, C (πέντε υπότυποι) και D,  ενώ τα στελέχη του τύπου ST1 ανήκαν στους 
κλώνους Ε (τρεις υπότυποι) και G (έξι υπότυποι). Τα αποτελέσµατα τυποποίησης των 31 
αντιπροσωπευτικών στελεχών της µελέτης, τα οποία ελέγχθησαν µε όλες τις µεθόδους 
παρουσιάζονται στην Εικόνα 3. 
Τα στελέχη που ανήκαν στον  διεθνή κλώνο IC2 ανιχνεύθηκαν σε όλα τα νοσοκοµεία 
της µελέτης και αποτελούσαν τη συντριπτική πλειοψηφία των στελεχών (128/137, 93,4%) 
που αποµονώθηκαν από τη Δυτική, Κεντρική και Νότια Ελλάδα. Τα στελέχη που ανήκαν 
στον διεθνή κλώνο IC1 εντοπίστηκαν µόνο σε έξι νοσοκοµεία. Μάλιστα τα τρία από αυτά 
βρίσκονται στη Βόρεια Ελλάδα, όπου ο κλώνος IC1 ήταν αρκετά συχνός, καθώς βρέθηκε ότι 
σε αυτόν ανήκαν τα 28 από τα 57 CRAB (49,1%) που εξετάστηκαν. 
Από τα στελέχη που ανήκαν στον διεθνή κλώνο IC2 (n=157) τα 154 έφεραν blaOXA-
23-like, ενώ τρία στελέχη έφεραν ταυτόχρονα τις καρβαπενεµάσες blaOXA-23-like και blaOXA-58-like. 
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Όσον αφορά στα στελέχη που ανήκαν στον  διεθνή κλώνο IC1 (n=36), 34 έφεραν blaOXA-23-
like και δύο blaOXA-58-like καρβαπενεµάσες. Ακόµη, στο ST78 στέλεχος ανιχνεύτηκε η 
καρβαπενεµάση blaOXA-40-like για πρώτη φορά στην Ελλάδα. Η γεωγραφική κατανοµή των 
οξακιλλινασών και των αντίστοιχων διεθνών κλώνων των CRAB στελεχών της µελέτης 
παρουσιάζεται στην Εικόνα 4. 
Τα στελέχη που ανήκαν στο διεθνή κλώνο IC1 ήταν γενικά λιγότερο ανθεκτικά στα 
αντιβιοτικά σε σύγκριση µε τα στελέχη του κλώνου IC2. Τα ποσοστά ευαισθησίας των 
IC1/IC2 στελεχών ήταν για τη µινοκυκλίνη 100/65%, την τετρακυκλίνη 53,3/1,3%, την 
τοµπραµυκίνη 65,2/16,4%, τη γενταµικίνη 20,7/7,3% και την αµπικιλλίνη/σουλµπακτάµη 
11,4/3,2%. Τέλος, µια αντίθετη τάση προς την ευαισθησία υπέρ των στελεχών που ανήκαν 
στον διεθνή κλώνο IC2 παρατηρήθηκε για την τριµεθοπρίµη/σουλφαµεθοξαζόλη, µε το 
37,6% των στελεχών να είναι ευαίσθητα, σε σύγκριση µε το 13,9% για τα στελέχη του 
κλώνου IC1 (Πίνακας 15). 
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 Εικόνα 3. Χαρακτηριστικά και κλωνική σύνθεση των 31 αντιπροσωπευτικών στελεχών A. baumannii που ελέγχθησαν µε τις µεθόδους multiplex PCRs, 
SBT, PFGE και MLST. Το ποσοστό οµοιότητας (% similarity) στην ανάλυση του δενδρογράµµατος και τα µεγέθη σε κιλοβάσεις (kb) του δείκτη µοριακής 
µάζας λ-DNA υποδεικνύονται πάνω από το δενδρόγραµµα και τα PFGE προφίλ, αντίστοιχα. 
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n	=	6	• 	ΛΑ	
n	=	16	•ΘΕ	 n	=	10	• 	AΛ	
n	=	93	• 	AΠ	
n	=	20	• 	IO	
• 	ΗΡ	
n	=	18	
• 	ΣΕ	
n	=	31	
Εικόνα 4. Γεωγραφική κατανοµή των οξακιλλινασών και των αντίστοιχων διεθνών κλώνων ICs των 
CRAB στελεχών της µελέτης. Οι µαύρες κουκίδες υποδεικνύουν την τοποθεσία των νοσοκοµείων στα 
οποία αποµονώθηκαν τα στελέχη (AΛ: Αλεξανδρούπολη, ΣE: Σέρρες, ΘΕ: Θεσσαλονίκη, IO: 
Ιωάννινα, ΛA: Λάρισα, AΠ: Αθήνα/Πειραιάς, ΗΡ: Ηράκλειο). Τα χρωµατιστά κυκλικά διαγράµµατα 
δείχνουν την επικράτηση των διαφόρων οξακιλλινασών και διεθνών κλώνων σε κάθε περιοχή και 
συνολικά. 
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IC: διεθνής κλώνος, Ε: ευαίσθητο, Α: ανθεκτικό, SAM: αµπικιλλίνη/σουλµπακτάµη, GEN: γενταµικίνη, TOB: τοµπραµυκίνη, TET: τετρακυκλίνη, MIN: µινοκυκλίνη, COL: 
κολιστίνη, SXT: τριµεθοπρίµη/σουλφαµεθοξαζόλη  
 
Group 1 multiplex PCR Group 2 multiplex PCR 
Sequence 
group, G (n) 
IC 
(OXA-51-like, n) 
 
Καρβαπενεµάση 
(n) 
Ποσοστό ευαισθησίας (%) 
 
csuE ompA blaOXA-51 csuE ompA blaOXA-51 SAM GEN TOB TET MIN COL SXT 
 + + + – – –   G1 (151) 
IC2 (OXA-66, 157) 
 
OXA-23 (154) 
OXA-23&OXA-58 (3) 
3,2 7,3 16,4 1,3 65,0 72,6 37,6  – + + – – –      (6) 
                  – – – + + + G2 (14) 
IC1 (OXA-69, 36) 
 
 
OXA-23 (34) 
OXA-58 (2) 
11,4 20,7 65,2 53,3 100 72,2 13,9  + – – – + +       (21) 
 – – – – + +      (1) 
                  – + + + – –      G6 (1) ST78 (OXA-90, 1) OXA-24 (1) Ε Α Α Ε Ε Ε Ε 
                 
Σύνολο 
(194) 
         5,2 9,4 22,9 10,3 71,6 72,7 34,6 
Πίνακας 15. Χαρακτηριστικά των 194 CRAB στελεχών της µελέτης 
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IV. ΣΥΖΗΤΗΣΗ – ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 
Η αυξανόµενη συχνότητα της αντοχής στα αντιβιοτικά µεταξύ των στελεχών Α. baumannii 
παγκοσµίως απαιτεί τη χρήση αντιβιοτικών τελευταίας εκλογής για τη θεραπεία των 
σοβαρών λοιµώξεων, ιδιαίτερα στη ΜΕΘ. Ειδικότερα, η µεγάλη διασπορά των ανθεκτικών 
στις καρβαπενέµες στελεχών Α. baumannii περιορίζει ακόµη περισσότερο τις διαθέσιµες 
επιλογές για τη θεραπεία των λοιµώξεων που αυτά προκαλούν, µε αποτέλεσµα η χορήγηση 
της κολιστίνης να είναι ολοένα και συχνότερα απαραίτητη στην κλινική πράξη (336). Αξίζει 
να σηµειωθεί ότι από το 2011 έως και το 2015 η Ελλάδα εµφανίζεται σταθερά πρώτη στη 
νοσοκοµειακή κατανάλωση της κολιστίνης και µάλιστα µε µεγάλη διαφορά σε σχέση µε 
άλλες Ευρωπαϊκές χώρες (337). Το γεγονός αυτό οφείλεται κυρίως στον υψηλό επιπολασµό 
των ανθεκτικών στις καρβαπενέµες νοσοκοµειακών παθογόνων στη χώρα µας.  
Καθώς η χρήση της κολιστίνης αυξάνεται τα τελευταία χρόνια έχει σηµειωθεί 
αυξητική τάση της αντοχής της σε εθνικό και παγκόσµιο επίπεδο (281, 338), τονίζοντας τη 
σηµασία των αξιόπιστων αποτελεσµάτων ευαισθησίας στην κολιστίνη, ιδιαίτερα όταν πρέπει 
να ληφθούν σοβαρές θεραπευτικές αποφάσεις. Παρόλα αυτά, έχουν αναφερθεί συχνά στη 
βιβλιογραφία ανακρίβειες και ασυµφωνία µεταξύ των διαφόρων µεθόδων ευαισθησίας στην 
κολιστίνη σε Gram-αρνητικά βακτήρια. Η υφιστάµενη αυτή αβεβαιότητα σχετικά µε τις 
µεθόδους προσδιορισµού ευαισθησίας επηρεάζει δυσµενώς την ασφαλή και αποτελεσµατική 
χρήση της κολιστίνης (156). Επιπλέον, µέχρι τη στιγµή διεξαγωγής της παρούσας µελέτης 
δεν είχαν διατυπωθεί από το CLSI και τη EUCAST συστάσεις για τις βέλτιστες µεθόδους 
που πρέπει να χρησιµοποιούνται για τον έλεγχο ευαισθησίας στην κολιστίνη.  
Στην παρούσα µελέτη αξιολογήσαµε σε ένα πρώτο στάδιο την απόδοση έξι 
εµπορικών και πρότυπων µεθόδων ελέγχου της ευαισθησίας στην κολιστίνη σε µία συλλογή 
20 CRAB κλινικών στελεχών µε αναφερόµενες αυξηµένες MICs στην κολιστίνη (> 2 µg/ml), 
κατά τον αρχικό έλεγχο ρουτίνας. Η πρότυπη µέθοδος BMD χρησιµοποιήθηκε ως µέθοδος 
αναφοράς για τη σύγκριση των υπόλοιπων µεθόδων. Ένα ζήτηµα που απασχολεί τον 
τελευταίο καιρό την επιστηµονική κοινότητα είναι η αναγκαιότητα της προσθήκης του 
επιφανειοδραστικού παράγοντα P80 στα συστήµατα δοκιµών ευαισθησίας της κολιστίνης. 
Γενικά, τα διαθέσιµα στοιχεία για την απόδοση της µεθόδου BMD-P80 είναι περιορισµένα 
και ειδικά σε στελέχη µε αυξηµένες MICs. Αυτό που εµείς παρατηρήσαµε είναι ότι η 
µέθοδος BMD-P80 παρουσίασε την υψηλότερη ΕΑ και µέτρια CA συγκρινόµενη µε τη 
µέθοδο BMD. Το πρόβληµα ήταν ότι παρήγαγε σηµαντικά χαµηλότερες MICs (p < 0.001), 
κυρίως στα στελέχη που είχαν MICs 4-8 µg/ml µε τη µέθοδο αναφοράς, µε αποτέλεσµα να 
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προκύψει υψηλό ποσοστό VMEs. Μικρότερες, όµως σηµαντικές, µειώσεις στις MICs στην 
κολιστίνη έχουν επίσης αναφερθεί σε πρόσφατη µελέτη, στην οποία η µέθοδος BMD-P80 
συγκρίθηκε µε τη µέθοδο αναφοράς BMD (157).  
Όσον αφορά στη µέθοδο AD, προηγούµενες µελέτες έχουν δείξει σύµφωνα 
αποτελέσµατα µε αυτά της µεθόδου BMD (149, 151). Οµοίως, και στη δική µας µελέτη η 
συµφωνία CA µεταξύ της µεθόδου AD και BMD ήταν αποδεκτή και τα σφάλµατα ήταν 
σχετικά περιορισµένα. Ωστόσο, η ΕΑ ήταν χαµηλή, επειδή η AD είχε την τάση να παράγει 
υψηλότερες MICs από την BMD κατά 1-2 αραιώσεις, γεγονός που επίσης παρατηρήθηκε στη 
βιβλιογραφία στο παρελθόν (149). 
Μεταξύ των εµπορικών µεθόδων το Etest είναι εύχρηστο και εφαρµόζεται ευρέως 
στα κλινικά εργαστήρια. Όµως, έχουν εκφραστεί αντιρρήσεις από διάφορους ερευνητές 
σχετικά µε την καταλληλότητά του στον έλεγχο ευαισθησίας της κολιστίνης (154, 155, 279). 
Η µελέτη µας επιβεβαίωσε τις αντιρρήσεις αυτές, καθώς έδειξε ότι το Etest παρήγαγε γενικά 
χαµηλότερες MICs από την BMD, µε αποτέλεσµα να προκύπτουν ψευδώς ευαίσθητα 
αποτελέσµατα. Το ποσοστό των VMEs ήταν εξαιρετικά υψηλό, ενώ τα ποσοστά για την EA 
και την CA ήταν χαµηλά. Λαµβάνοντας υπόψη ότι πολλά κλινικά εργαστήρια στηρίζονται 
επί του παρόντος στη µέθοδο του Etest για τον προσδιορισµό της ευαισθησίας στην 
κολιστίνη σε MDR Gram-αρνητικά βακτήρια, αυτή η ψευδής ευαισθησία θα µπορούσε να 
οδηγήσει σε ακατάλληλη χορήγηση κολιστίνης. Μελέτες που δηµοσιεύτηκαν στο παρελθόν, 
οι οποίες κατά κύριο λόγο είχαν ελέγξει στελέχη µε χαµηλότερες MICs, ανέφεραν 
υψηλότερη EA και πολύ χαµηλότερα ποσοστά VMEs από ό, τι τα αποτελέσµατά µας. 
Ωστόσο, µια µελέτη που περιελάµβανε περισσότερα στελέχη A. baumannii µε αυξηµένες 
MICs επισήµανε ότι το Etest απέδωσε σηµαντικά χαµηλότερες MICs και υψηλά ποσοστά 
VMEs συγκρινόµενο µε τη µέθοδο BMD-P80 (154), επιβεβαιώνοντας τις παρατηρήσεις µας.  
Η δεύτερη µέθοδος κλιµακωτής διάχυσης που ελέγχθηκε, το MTS, παρουσίασε 
επίσης ψευδώς ευαίσθητα αποτελέσµατα, αφού παρήγαγε χαµηλότερες MICs από την BMD 
για τα περισσότερα στελέχη A. baumannii. Είναι ενδιαφέρον ότι ένας σηµαντικός αριθµός 
στελεχών που είχαν MIC στο όριο ευαισθησίας (2 µg/ml) µε το MTS εµφάνισαν µία ή δύο 
αραιώσεις υψηλότερες MICs µε την BMD, ήταν δηλαδή, έστω και οριακά, ανθεκτικά. 
Παρόλα αυτά, συνολικά το MTS παρουσίασε καλύτερες επιδόσεις από την άποψη της ΕΑ, 
της CA και των VMEs σε σύγκριση µε το Etest. 
Σε πολλά κλινικά εργαστήρια, η κύρια µέθοδος ρουτίνας για τον προσδιορισµό της 
ευαισθησίας στα αντιβιοτικά είναι η χρήση αυτοµατοποιηµένων συστηµάτων, όπως το Vitek 
2. Σύµφωνα µε προηγούµενες µελέτες, το Vitek επέδειξε κατάλληλη απόδοση στον έλεγχο 
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ευαισθησίας στην κολιστίνη για τα A. baumannii συγκρινόµενο µε την BMD ή την AD ως 
µέθοδο αναφοράς (151, 153, 155). Ωστόσο, οι µελέτες αυτές περιελάµβαναν κυρίως 
ευαίσθητα στην κολιστίνη στελέχη A. baumannii. Τα δεδοµένα της πρώτης µελέτης µας 
υποδηλώνουν ότι το Vitek 2 φάνηκε αρχικά να είναι χρήσιµη µέθοδος για την ταχεία 
ανίχνευση της αντοχής στην κολιστίνη, καθώς επέδειξε εξαιρετική CA όταν συγκρίθηκε µε 
τη µέθοδο BMD. Ωστόσο, στο σηµείο αυτό θα πρέπει να σηµειωθεί ότι στη µεταγενέστερη 
πολυκεντρική µελέτη µας, η οποία διεξήχθηκε σε µεγαλύτερη και πιο αντιπροσωπευτική 
συλλογή CRAB κλινικών στελεχών, βρέθηκε ότι και το Vitek 2 αλλά και το άλλο αυτόµατο 
σύστηµα που ελέγχθηκε, το Phoenix100, παρήγαγαν χαµηλότερες MICs από την BMD, 
οδηγώντας σε ψευδώς ευαίσθητα αποτελέσµατα σε αναλογία µεγαλύτερη από το 1/3 των 
στελεχών. Και µε τα δύο συστήµατα τα VMEs ήταν πολύ πιο συχνά για στελέχη µε MIC 2 
µg/ml σε σχέση µε εκείνα που είχαν MIC ≤1 µg/ml, υποδεικνύοντας ότι στελέχη µε τιµές 
MIC στο όριο της ευαισθησίας (2 µg/ml) θα πρέπει να ελέγχονται κατά προτίµηση µε τη 
δοκιµασία BMD. 
Συνολικά, όλες οι παραπάνω παρατηρήσεις έδειξαν σηµαντική ασυµφωνία µεταξύ 
των µεθόδων ευαισθησίας στην κολιστίνη, µε καµία από τις µεθόδους που ελέγχθησαν να 
µην πληροί τα κριτήρια για την αποδεκτή απόδοση των µεθόδων κατά ISO. Η πιο 
αξιοσηµείωτη παρατήρηση ήταν η σηµαντική ανεπάρκεια των µεθόδων κλιµακωτής 
διάχυσης, η οποία µπορεί να οδηγήσει σε ακατάλληλη επιλογή θεραπείας µε κολιστίνη. 
Αλλά και τα αυτοµατοποιηµένα µηχανήµατα φαίνεται ότι παρουσιάζουν σηµαντικά 
προβλήµατα, υποεκτιµώντας συχνά τις  MICs. Ως εκ τούτου, είναι κρίσιµης σηµασίας για τα 
κλινικά εργαστήρια να είναι ενηµερωµένα για τις αποκλίσεις µεταξύ των µεθόδων και να 
προχωρούν στην εφαρµογή µιας µεθόδου αναφοράς για τον έλεγχο ευαισθησίας στην 
κολιστίνη, ειδικά όταν η χορήγησή της κρίνεται απαραίτητη.  
Η µεγαλύτερη επιβεβαίωση για την έρευνά µας σχετικά µε τις µεθόδους ευαισθησίας 
στην κολιστίνη ήρθε περίπου ένα χρόνο µετά τη δηµοσίευση των προαναφερθέντων 
αποτελεσµάτων σε έγκριτο επιστηµονικό περιοδικό, όταν τον Μάρτιο του 2016 η κοινή 
επιτροπή της EUCAST και του CLSI εξέδωσε για πρώτη φορά συστάσεις για τον έλεγχο 
ευαισθησίας στην κολιστίνη (323). Σύµφωνα µε αυτές, η µέθοδος αναφοράς που πρέπει να 
χρησιµοποιείται για τον έλεγχο ευαισθησίας στην κολιστίνη σε στελέχη Enterobacteriaceae, 
P. aeruginosa και Acinetobacter spp. είναι η προτυποποιηµένη κατά ISO µέθοδος BMD. 
Επίσης, συστήθηκε να µην προστίθενται στις δοκιµές BMD επιφανειοδραστικοί παράγοντες, 
όπως το P80. Τέλος, προτάθηκε οι υπόλοιπες µέθοδοι, όπως η µέθοδος διάχυσης των δίσκων, 
η AD και οι ταινίες διαβαθµισµένης συγκέντρωσης να µη χρησιµοποιούνται µέχρι νεοτέρας. 
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Είναι σηµαντικό να σηµειωθεί στο σηµείο αυτό ότι οι συστάσεις αυτές βασίστηκαν µόνο σε 
βιβλιογραφική ενηµέρωση. Λίγους µήνες αργότερα, τον Ιούλιο και τον Αύγουστο του 2017, 
ανακοινώθηκαν από την κοινή επιτροπή της EUCAST και του CLSI δύο νέες ενηµερώσεις 
µε τον τίτλο ‘‘Προειδοποίηση σχετικά µε τη χρήση των διαθέσιµων ταινιών διαβαθµισµένης 
συγκέντρωσης κολιστίνης’’ (339). Το δίκτυο εργαστηρίων της EUCAST αξιολόγησε τις 
ταινίες διαβαθµισµένης συγκέντρωσης κολιστίνης δύο εταιρειών (bioMérieux, Liofilchem) 
σε µια συλλογή από 23 στελέχη E. coli, Salmonella spp. και άλλα εντεροβακτηριακά χωρίς 
αντοχή και µε διάφορους µηχανισµούς αντοχής στην κολιστίνη. Αυτό που βρέθηκε ήταν ότι 
οι ταινίες και των δύο εταιρειών υποεκτίµησαν τις MICs κατά µία ή περισσότερες 
υποδιπλάσιες αραιώσεις, ειδικά σε στελέχη µε συγκεντρώσεις στο όριο ευαισθησίας ή πάνω 
από αυτό (≥2 mg/L), οδηγώντας σε VMEs. Η EUCAST ενηµέρωσε και τις δύο 
κατασκευάστριες εταιρείες, οι οποίες εργάζονται πλέον για τη βελτίωση των προϊόντων τους, 
αν και εκφράστηκαν αµφιβολίες για το εάν αυτό το ζήτηµα µπορεί να επιλυθεί µόνο µε 
επαναβαθµονόµηση των ταινιών διαβαθµισµένης συγκέντρωσης. Τα ηµιαυτόµατα 
συστήµατα (Vitek 2, Phoenix ή MicroScan) δεν αξιολογήθηκαν συστηµατικά κι έτσι η 
επιτροπή δεν µπορούσε να προτείνει τη χρήση ή τη µη χρήση τους στις δοκιµές ευαισθησίας 
της κολιστίνης. Το τελικό συµπέρασµα στο οποίο κατέληξε η επιτροπή ήταν: ‘‘Συνιστούµε 
στα εργαστήρια να αποφεύγουν τις διαθέσιµες έως σήµερα ταινίες διαβαθµισµένης 
συγκέντρωσης κολιστίνης και αντ' αυτών να χρησιµοποιούν τη µέθοδο BMD. Οι έρευνές µας 
δείχνουν σαφώς ότι οι ταινίες διαβαθµισµένης συγκέντρωσης υποεκτιµούν τις MICs στην 
κολιστίνη. Τιµές MIC µε τις ταινίες διαβαθµισµένης συγκέντρωσης πάνω από το όριο 
ευαισθησίας είναι πιο πιθανό να προβλέψουν την αντοχή, ενώ οι MICs που εµπίπτουν στην 
περιοχή του εύρους ευαισθησίας είναι πολύ λιγότερο αξιόπιστες. Σηµαντική για την απόδοση 
της µεθόδου είναι, επίσης, η τήρηση των οδηγιών του κατασκευαστή. Παρόλα αυτά, τιµές 
MIC µε τις ταινίες διαβαθµισµένης συγκέντρωσης στην περιοχή του 0.5 έως 2 mg/L πρέπει 
να επιβεβαιώνονται µε τη µέθοδο BMD’’. Τον Νοέµβριο του 2017 η επιτροπή της EUCAST 
και του CLSI εξέδωσε νέες προειδοποιήσεις σχετικά µε τις µεθόδους ελέγχου ευαισθησίας 
στην κολιστίνη, επιβεβαιώνοντας για άλλη µια φορά τη µεγάλη σηµασία και έκταση που έχει 
λάβει πρόσφατα το συγκεκριµένο θέµα. Στην τελευταία αυτή ανακοίνωση η συλλογή των 
µικροβίων που ελέγχθησαν έχει επεκταθεί και περιλαµβάνει πλέον 75 στελέχη E. coli, K. 
pneumoniae, P. aeruginosa και Acinetobacter spp. χωρίς αντοχή και µε διάφορους 
µηχανισµούς αντοχής στην κολιστίνη και σε διάφορα επίπεδα. Η επιτροπή κατέληξε στα ίδια 
περίπου συµπεράσµατα, δηλαδή ότι η µέθοδος διάχυσης των δίσκων και οι ταινίες 
διαβαθµισµένης συγκέντρωσης αντιβιοτικού πρέπει να αποφεύγονται. Επίσης, πρόσθεσε ότι 
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παρόλο που τα αυτοµατοποιηµένα συστήµατα ευαισθησίας δεν έχουν αξιολογηθεί 
συστηµατικά, υπάρχουν ενδείξεις ότι παράγουν αρκετά VMEs. Τέλος, κατά τον έλεγχο 
ευαισθησίας στην κολιστίνη θα πρέπει να διενεργείται ποιοτικός έλεγχος που να 
περιλαµβάνει ένα ευαίσθητο (E. coli ATCC 25922 ή P. aeruginosa ATCC 27853), αλλά κι 
ένα ανθεκτικό στέλεχος ελέγχου (E. coli NCTC 13846), καθώς τα περισσότερα προβλήµατα 
δηµιουργούνται σε στελέχη που έχουν MICs 2-8 mg/L µε τη µέθοδο BMD. 
Όπως προαναφέρθηκε, η διαδεδοµένη χορήγηση κολιστίνης στα νοσοκοµειακά 
θεραπευτικά σχήµατα έχει ως αποτέλεσµα να ασκείται πίεση επιλογής για την ανάπτυξη 
ανθεκτικών κλινικών στελεχών Α. baumannii, µε ολοένα αυξανόµενες αναφορές από πολλές 
περιοχές (7, 340). Ο ακριβής µηχανισµός της αντοχής στην κολιστίνη δεν έχει ακόµη 
διαλευκανθεί, αν και δύο µη συσχετιζόµενοι µηχανισµοί αντοχής που επηρεάζουν το λιπίδιο 
Α, µόριο-στόχο της κολιστίνης, έχουν περιγραφεί σε στελέχη Α. baumannii από 
διαφορετικούς ερευνητές. Η πρώτη υπόθεση πρότεινε την πλήρη απώλεια της παραγωγής 
του λιποπολυσακχαρίτη µέσω αδρανοποίησης των γονιδίων της βιοσύνθεσης του λιπιδίου Α, 
lpxA, lpxC και lpxD (287). Σύµφωνα µε τον δεύτερο προτεινόµενο µηχανισµό, µεταλλάξεις 
στα γονίδια pmrA και pmrB που οδηγούν σε προσθήκη φωσφοαιθανολαµίνης στο επτά-
ακυλιωµένο λιπίδιο Α συνδέονται µε την αντοχή στην κολιστίνη στο Α. baumannii σε 
συνδυασµό µε αυξηµένη έκφραση του συστήµατος PmrCAB (285, 329, 341). Στη µελέτη 
µας που πραγµατοποιήθηκε σε δύο ζεύγη ColS/ColR κλινικών στελεχών A. baumannii οι 
κύριοι µηχανισµοί που συνέβαλαν στην ανάπτυξη της αντοχής στην κολιστίνη ήταν 
µεταλλάξεις στην πρωτεΐνη PmrB σε συνδυασµό µε υπερέκφραση του pmrCAB, ενώ τα 
γονίδια lpxA, lpxC και lpxD δεν επηρεάστηκαν. Θα πρέπει να σηµειωθεί ότι στις 
περισσότερες από τις προηγούµενες κλινικές ή εργαστηριακές αναφορές για τους 
µηχανισµούς αντοχής στην κολιστίνη στο Α. baumannii, η ανάπτυξη αντοχής συνδέθηκε µε 
την έκθεση στην κολιστίνη (7, 285, 289), όπως και στις δικές µας κλινικές περιπτώσεις. 
Τα ColR στελέχη A. baumannii έχουν στο παρελθόν συνδεθεί µε µειωµένη λοιµογόνο 
δύναµη συγκριτικά µε τα ColS οµόλογα στελέχη τους, όπως αντικατοπτρίζεται από τη 
µειωµένη προσαρµοστικότητα και θνησιµότητά τους σε πειραµατικά µοντέλα (290). Στη 
µελέτη µας τα in vitro πειράµατα του ρυθµού ανάπτυξης και ανταγωνισµού κατέδειξαν ότι τα 
δύο ColR στελέχη εµφάνισαν στατιστικώς σηµαντικά βραδύτερη ανάπτυξη και σχετική 
ικανότητα ανάπτυξης σε σύγκριση µε τα αντίστοιχα ColS προγονικά στελέχη, 
υποδηλώνοντας αυξηµένο κόστος προσαρµογής που τα στελέχη ‘‘κατέβαλαν’’ για την 
ανάπτυξη του φαινοτύπου αντοχής. Είναι σηµαντικό ότι αυτό παρατηρήθηκε στην παρούσα 
µελέτη σε στελέχη που έχουν προκύψει µε φυσικό τρόπο, in vivo, επιβεβαιώνοντας τις 
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προηγούµενες παρατηρήσεις που είχαν όµως γίνει σε πρότυπα εργαστηριακά στελέχη, στα 
οποία η αντοχή και οι σχετικές µεταλλάξεις προέκυψαν µε in vitro πειράµατα. Επίσης, έχει 
αναφερθεί σε προηγούµενη µελέτη ότι ένα ColR στέλεχος συσχετίστηκε µε παρατεταµένο 
αποικισµό χωρίς να προκαλεί σηµεία λοίµωξης, σε αντίθεση µε το αντίστοιχο ColS στέλεχος 
που προκάλεσε µικροβιαιµίες (289). Στην περίπτωση των ασθενών µας ιδιαίτερη σηµασία 
έχει ότι τα ColR στελέχη είχαν εµφανώς µειωµένη ικανότητα να προκαλούν διεισδυτική 
λοίµωξη, δεδοµένου ότι οι ασθενείς παρέµειναν αποικισµένοι για παρατεταµένες χρονικές 
περιόδους. Αντίθετα, τα οµόλογα µε τα ColR, ColS στελέχη που φέρονταν ταυτόχρονα από 
τους ίδιους ασθενείς, προκάλεσαν επανειληµµένα σοβαρές λοιµώξεις, µεταξύ των οποίων 
διαδοχικές µικροβιαιµίες στην περίπτωση της πρώτης ασθενούς. Τονίζεται, επίσης, το 
γεγονός ότι ένα ColS στέλεχος, φαινοτυπικά όµοιο µε τα υπόλοιπα ColS στελέχη της ίδιας 
ασθενούς, προκάλεσε και άλλο επεισόδιο µικροβιαιµίας πολύ καιρό µετά τον αποικισµό της 
µε τα ColR στελέχη. 
Σύµφωνα µε τις µέχρι τώρα γνώσεις µας, δεν υπάρχουν µελέτες που να συγκρίνουν 
την επίδραση της αντοχής στην κολιστίνη στον σχηµατισµό βιοµεµβράνης µεταξύ κλινικών 
ColS/ColR στελεχών A. baumannii. Οι µόνες διαθέσιµες έρευνες µελετούν ColR 
µεταλλαγµένα στελέχη που παρήχθησαν in vitro, τα οποία παρήγαγαν λιγότερη βιοµεµβράνη 
από τα ColS οµόλογα στελέχη τους (295, 300). Η µελέτη µας έδειξε ότι η απόκτηση της 
αντοχής στην κολιστίνη από τα δύο κλινικά στελέχη A. baumannii συσχετίστηκε µε 
σηµαντική απώλεια της ικανότητας σχηµατισµού βιοµεµβράνης.  
Από την ανάλυση ολόκληρου του γονιδιώµατος στα δύο παραπάνω ζεύγη προέκυψαν 
αρκετές αλλαγές στην αλληλουχία νουκλεοτιδίων. Δεδοµένου ότι οι αλλαγές που 
παρατηρήθηκαν στα ColR στελέχη εντοπίστηκαν, κυρίως, σε γονίδια που επηρεάζουν τις 
ιδιότητες της επιφάνειας, οι αλλαγές στην αρχική προσκόλληση και ως εκ τούτου στη 
δυνατότητα σχηµατισµού βιοµεµβράνης είναι µάλλον αναµενόµενες. Επιπλέον, δεδοµένης 
της µειωµένης ικανότητας ανάπτυξης των ColR στελεχών, που προέκυψε από τα πειράµατα 
ανταγωνισµού, αυξάνει η πιθανότητα αυτός ο µειωµένος ρυθµός ανάπτυξης να είναι η αιτία 
του µειωµένου σχηµατισµού βιοµεµβράνης στις πειραµατικές δοκιµασίες. Από κλινική 
άποψη, η ελαττωµένη παραγωγή βιοµεµβράνης και η µείωση της ικανότητας ανάπτυξης 
µπορεί να επηρεάσουν τη µολυσµατικότητα και στην πραγµατικότητα να διευκολύνουν τη 
θεραπεία των λοιµώξεων που προκαλούνται από ColR A. baumannii. 
Όσον αφορά στις καρβαπενέµες, τα τελευταία χρόνια τα A. baumannii εµφανίζουν 
ιδιαίτερα υψηλά ποσοστά αντοχής σε διάφορες περιοχές σε όλο τον κόσµο (207). Μάλιστα, 
είναι ιδιαίτερα ανησυχητικό ότι τα ποσοστά αντοχής στις καρβαπενέµες φθάνουν ή 
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υπερβαίνουν το 90% σε χώρες της Νότιας και Ανατολικής Ευρώπης (281). Τα CRAB 
στελέχη είναι συνήθως ανθεκτικά στα περισσότερα διαθέσιµα αντιµικροβιακά, εκτός από την 
κολιστίνη, την τιγεκυκλίνη ή τη µινοκυκλίνη (282, 342). Η παρακολούθηση της εξέλιξης και 
της κλωνικής σύνθεσης των CRAB στελεχών έχει ιδιαίτερη σηµασία προκειµένου να 
µπορέσει να υποστηριχθεί η εφαρµογή των στρατηγικών ελέγχου των λοιµώξεων. Οι 
µοριακές επιδηµιολογικές µελέτες αποκαλύπτουν συνήθως κλωνικότητα των CRAB, καθώς 
έχει βρεθεί ότι τα επιδηµικά στελέχη συνήθως ανήκουν στους διεθνείς κλώνους IC1 και IC2 
(101). 
Στα Ελληνικά νοσοκοµεία, κατά τη διάρκεια των τελευταίων ετών η συντριπτική 
πλειοψηφία των στελεχών A. baumannii είναι ανθεκτικά στις καρβαπενέµες (281) και 
αποτελούν τo συχνότερo παθογόνο στη ΜΕΘ (http://www.mednet.gr/whonet/). Αξίζει να 
σηµειωθεί ότι, ουσιαστικά, κατά τη διάρκεια του 2015 στα Ελληνικά νοσοκοµεία που 
συµµετείχαν στην πολυκεντρική µελέτη αποµονώθηκαν σχεδόν αποκλειστικά (>95%) CRAB 
στελέχη. Αυτή η παρατηρούµενη σχεδόν καθολική αντοχή στις καρβαπενέµες, αλλά και στην 
αµπικιλλίνη/σουλµπακτάµη, αποκλείει τη χρήση των β-λακταµών και περιορίζει σηµαντικά 
τις αποτελεσµατικές θεραπευτικές επιλογές.  
Η αντοχή στις καρβαπενέµες στα Α. baumannii οφείλεται κυρίως στην παραγωγή των 
οξακιλλινασών, εκ των οποίων οι πιο συχνές είναι οι OXA-23, OXA-40 και OXA-58 (101). 
Τα OXA-23 ένζυµα εµφανίζουν µια ολοένα και µεγαλύτερη εξάπλωση τα τελευταία χρόνια 
και τείνουν να κυριαρχούν µεταξύ των CRAB σε διάφορες γεωγραφικές περιοχές σε όλο τον 
κόσµο (223), αντικαθιστώντας βαθµιαία τα OXA-58 ένζυµα (218, 219, 343). Μια παρόµοια 
παρατήρηση προέκυψε και από την παρούσα εθνική µελέτη, όπου η καρβαπενεµάση OXA-
23 ανιχνεύτηκε σχεδόν αποκλειστικά, εκτοπίζοντας την OXA-58, η οποία ήταν η µοναδική 
καρβαπενεµάση που αποµονωνόταν µέχρι το 2009 µεταξύ των στελεχών Α. baumannii σε 
όλη την Ελλάδα (104). Φαίνεται, λοιπόν, ότι η διεθνής στροφή προς την εξάπλωση των 
OXA-23 ενζύµων παρουσιάζεται, επίσης, και στη χώρα µας. 
Κατά τη διάρκεια των τελευταίων ετών, τα στελέχη που ανήκουν στον κλώνο IC2 
έχουν επεκταθεί ιδιαίτερα και σήµερα περιλαµβάνουν πλέον την πλειοψηφία των CRAB 
στελεχών παγκοσµίως (101, 344). Στη µελέτη µας, πολύ λίγοι κλώνοι φαίνεται να 
κυκλοφορούν στην Ελλάδα, µε τον κλώνο IC2 να είναι ο συχνότερος. Μια παρόµοια τάση 
παρατηρήθηκε, επίσης, σε προηγούµενη εθνική µελέτη µας, η οποία είχε δείξει ότι ήδη µετά 
το 2005 ο κλώνος IC2 ήταν πιο διαδεδοµένος στη χώρα µας σε σύγκριση µε τον κλώνο IC1 
(104). 
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Μεταξύ των λίγων αντιµικροβιακών που παρέµειναν δραστικά παρατηρήθηκαν 
ανησυχητικά υψηλά ποσοστά αντοχής (27,3%) για την κολιστίνη. Θα πρέπει να σηµειωθεί 
ότι µέχρι πρόσφατα η κολιστίνη θεωρούταν σχεδόν πάντα δραστική έναντι των CRAB 
στελεχών και συνήθως περιλαµβανόταν στις συνδυαστικές θεραπείες (345). Η µινοκυκλίνη 
παρουσίασε σηµαντικού βαθµού δραστικότητα (71,6%), συµβαδίζοντας µε πρόσφατη 
παγκόσµια µελέτη επιτήρησης που έδειξε ποσοστά ευαισθησίας στη µινοκυκλίνη 66,2% και 
62,9% έναντι MDR και XDR στελεχών A. baumannii, αντίστοιχα (282). Η τιγεκυκλίνη, 
επίσης, διατήρησε ικανοποιητική δραστικότητα έναντι των Ελληνικών CRAB στελεχών, µε 
MICs50/90 ίσες µε 1/2 µg/ml. Μετά την κολιστίνη, τη µινοκυκλίνη και την τιγεκυκλίνη, αξίζει 
να σηµειωθεί ότι η τριµεθοπρίµη/σουλφαµεθοξαζόλη εµφανίστηκε δραστική στο 34,6% των 
CRAB στελεχών. Μάλιστα, αυτή η δραστικότητα της τριµεθοπρίµης/σουλφαµεθοξαζόλης 
παρατηρήθηκε κατά κύριο λόγο σε στελέχη που ανήκαν στον διεθνή κλώνο IC2, παρά στον 
κλώνο IC1. 
Συµπερασµατικά, τα κύρια ευρήµατα της παρούσας διατριβής όπως δηµοσιεύτηκαν 
σε έγκυρα διεθνή ιατρικά περιοδικά είναι τα εξής: 
i) Oι συγκριτικές µελέτες αξιολόγησης των µεθόδων προσδιορισµού ευαισθησίας στην 
κολιστίνη έδειξαν σηµαντικές δυσαρµονίες µεταξύ των µεθόδων. Οι ταινίες διαβαθµισµένης 
συγκέντρωσης αντιβιοτικού πρέπει να αποφεύγονται, καθώς µπορεί να οδηγήσουν σε 
ακατάλληλη θεραπεία µε κολιστίνη (346, 347). Και τα αυτοµατοποιηµένα συστήµατα 
υστερούν, καθώς µπορεί να οδηγήσουν, επίσης, σε ψευδώς ευαίσθητα αποτελέσµατα. Τα 
κλινικά εργαστήρια θα πρέπει να χρησιµοποιούν τη µέθοδο αναφοράς, που είναι η µέθοδος 
αραιώσεων σε ζωµό για τον έλεγχο ευαισθησίας στην κολιστίνη. Τα δεδοµένα αυτά 
υπογραµµίζουν την ανάγκη για εντατική έρευνα µε σκοπό να καθοριστεί η βέλτιστη µέθοδος 
προσδιορισµού ευαισθησίας στην κολιστίνη στα µικροβιολογικά εργαστήρια ρουτίνας.  
ii) Οι παρατηρήσεις στα δύο ζεύγη ColS/ColR κλινικών στελεχών A. baumannii έδειξαν 
σαφώς ότι οι αλλαγές που συµβάλλουν στην ανάπτυξη αντοχής στην κολιστίνη προσδίδουν 
στα στελέχη σηµαντικά µειωµένο ρυθµό µεταβολισµού/ανάπτυξης και επηρεάζουν την 
ικανότητά τους να σχηµατίζουν βιοµεµβράνη και να προκαλούν κλινικές λοιµώξεις (348, 
349). Ωστόσο, περαιτέρω έρευνα σε µεγαλύτερο σύνολο στελεχών είναι απαραίτητη για να 
διαλευκανθεί πλήρως η σχέση µεταξύ της αντοχής στην κολιστίνη και σχηµατισµού 
βιοµεµβράνης και των υποκείµενων µηχανισµών που ευθύνονται για αυτές τις εξελίξεις στα 
κλινικά στελέχη.  
iii) Τα αποτελέσµατα της πολυκεντρικής µελέτης έδειξαν ότι τα CRAB στελέχη που 
προκαλούν λοιµώξεις στα Ελληνικά νοσοκοµεία παράγουν πλέον, σχεδόν αποκλειστικά, την 
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OXA-23 οξακιλλινάση και ανήκουν κυρίως στον διεθνή κλώνο IC2 και, σε µικρότερο βαθµό, 
στον κλώνο IC1 (350). Επί του παρόντος, υπάρχουν πολύ περιορισµένες θεραπευτικές 
εναλλακτικές επιλογές, ενώ ιδιαίτερα ανησυχητικό είναι το γεγονός ότι η ευαισθησία στην 
κολιστίνη φαίνεται να µειώνεται σηµαντικά. Συνεπώς, η προσεκτική εκτίµηση της 
ευαισθησίας στα αντιβιοτικά τελευταίας εκλογής είναι υψίστης σηµασίας. Τέλος, δεδοµένης 
της έλλειψης νέων δραστικών αντιβιοτικών είναι αναγκαίο να διεξαχθούν περαιτέρω in vitro 
και in vivo µελέτες για την αξιολόγηση της αποτελεσµατικότητας παλιών, πολύτιµων 
αντιβιοτικών, όπως η µινοκυκλίνη και η τριµεθοπρίµη/σουλφαµεθοξαζόλη, έτσι ώστε να 
υποστηριχθεί η εισαγωγή τους στην κλινική πράξη. 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
Κατά τη διάρκεια των τελευταίων ετών, το A. baumannii αποτελεί τη συχνότερη αιτία 
λοιµώξεων στις Μονάδες Εντατικής Θεραπείας των Ελληνικών νοσοκοµείων. Μεταξύ των 
Ευρωπαϊκών χωρών, η Ελλάδα παρουσιάζει τα υψηλότερα ποσοστά µικροβιακής αντοχής 
του A. baumannii στις θεραπείες τελευταίας γραµµής, όπως οι καρβαπενέµες ή η κολιστίνη. 
Σκοπός της παρούσας διατριβής ήταν η διερεύνηση των µηχανισµών αντοχής και της 
δραστικότητας των αντιβιοτικών τελευταίας εκλογής σε νοσοκοµειακά στελέχη A. 
baumannii. Συνολικά µελετήθηκαν 216 πολυανθεκτικά και ανθεκτικά στις καρβαπενέµες 
κλινικά στελέχη A. baumannii (CRAB), τα οποία αποµονώθηκαν κατά την περίοδο µεταξύ 
2008 και 2015 από κλινικά δείγµατα ασθενών διαφόρων νοσηλευτικών ιδρυµάτων της 
Βόρειας, Δυτικής, Κεντρικής και Νότιας Ελλάδας. 
 
Στο πρώτο στάδιο της µελέτης, αξιολογήθηκαν έξι µέθοδοι ευαισθησίας στην κολιστίνη σε 
20 στελέχη A. baumannii µε υψηλές τιµές MIC στην κολιστίνη, όπως καθορίστηκε από τον 
προκαταρκτικό έλεγχο ρουτίνας. Ο προσδιορισµός των MICs έγινε µε τη µέθοδο 
µικροαραιώσεων σε ζωµό (BMD), τη µέθοδο BMD µε την προσθήκη 0.002% πολυσορβικoύ 
οξέος 80 (P80) (BMD-P80), τη µέθοδο αραιώσεων σε άγαρ (AD), το αυτόµατο σύστηµα 
Vitek 2 και τις ταινίες διαβαθµισµένης συγκέντρωσης αντιβιοτικού Etest και MIC test strip 
(MTS). Ως µέθοδος αναφοράς για τη σύγκριση µεταξύ των µεθόδων χρησιµοποιήθηκε η 
BMD. Τα στελέχη µε MIC ≤2 µg/ml ερµηνεύτηκαν ως ευαίσθητα, ενώ αυτά µε MIC >2 
µg/ml ως ανθεκτικά. Τα ποσοστά των ανθεκτικών στην κολιστίνη στελεχών ήταν 90% µε τη 
µέθοδο BMD, 60% µε τη BMD-P80, 90% µε την AD, 55% µε το Etest, 65% µε το MTS και 
100% µε το Vitek 2. Οι µέθοδοι Etest και MTS παρήγαγαν υπερβολικά ποσοστά ψευδώς 
ευαίσθητων αποτελεσµάτων (VMEs) (35και 25%, αντίστοιχα). H µέθοδος BMD-P80 
απέδωσε 30% VMEs, η AD 10% VMEs, ενώ το Vitek 2 δεν παρήγαγε VMEs. Τα ψευδώς 
ανθεκτικά αποτελέσµατα (MEs) ήταν περιορισµένα µε όλες τις µεθόδους. Σε επόµενη φάση, 
αξιολογήσαµε τα αυτοµατοποιηµένα συστήµατα Vitek 2 και Phoenix100 και τη µέθοδο AD 
σε σύγκριση µε τη µέθοδο BMD για τον έλεγχο ευαισθησίας στην κολιστίνη, σε µία συλλογή 
από 117 τυχαία επιλεγµένα στελέχη A. baumannii. Τα ποσοστά αντοχής στην κολιστίνη µε 
τις µεθόδους Phoenix100/Vitek 2/AD/BMD ήταν 15,4/16,2/35,9/24,8%, αντίστοιχα. Τα 
ποσοστά των VMEs/MEs ήταν τα εξής: 41,4/1,1% για το Phoenix100, 37,9/1,1% για το 
Vitek 2 και 3,4/15,9% για την AD. Συνολικά, τα παραπάνω στοιχεία δείχνουν ότι οι µέθοδοι 
κλιµακωτής διάχυσης και τα αυτοµατοποιηµένα συστήµατα υποεκτίµησαν σηµαντικά την 
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αντοχή στην κολιστίνη, και ως εκ τούτου, µπορεί να οδηγήσουν σε ακατάλληλη θεραπεία µε 
κολιστίνη. Τα ευαίσθητα στελέχη µε τις εµπορικές µεθόδους και ιδιαίτερα αυτά µε MIC στο 
όριο ευαισθησίας (2 µg/ml) πρέπει να επικυρώνονται µε την πρότυπη µέθοδο BMD. 
 
Στο επόµενο στάδιο της µελέτης, διερευνήθηκαν φαινοτυπικές, γενωµικές και παθογενετικές 
µεταβολές που σχετίζονται µε την ανάπτυξη αντοχής στην κολιστίνη in vivo. Στη µελέτη 
αυτή διερευνήθηκαν τα χαρακτηριστικά και οι µηχανισµοί της αντοχής στην κολιστίνη σε 
δύο ζεύγη γενετικά σχετιζόµενων µεταξύ τους ευαίσθητων στην κολιστίνη/ανθεκτικών στην 
κολιστίνη (ColS/ColR) κλινικών στελεχών A. baumannii (Ab299/Ab347, MIC: 0.5/32 µg/ml 
και Ab248/Ab249, MIC: 0.5/128 µg/ml). Τα στελέχη αποµονώθηκαν διαδοχικά από τα 
κλινικά δείγµατα δύο ασθενών κατά τη διάρκεια της νοσηλείας τους στη ΜΕΘ, ενώ µεταξύ 
των αποµονώσεων των ColS και ColR στελεχών οι ασθενείς έλαβαν κολιστίνη για αρκετές 
ηµέρες. Μεταξύ των ColS/ColR στελεχών δεν παρατηρήθηκαν σηµαντικές διαφορές στους 
φαινοτύπους αντοχής σε άλλα αντιβιοτικά, εκτός από την κολιστίνη. Τα ColS στελέχη του 
πρώτου ζεύγους προκάλεσαν διαδοχικές βακτηριαιµίες και του δεύτερου ζεύγους σοβαρή 
λοίµωξη µαλακών µορίων, ενώ τα αντίστοιχα ColR στελέχη και στα δύο ζεύγη ήταν κυρίως 
αποικιστές. Τα ColS/ColR στελέχη εντός του κάθε ζεύγους ήταν γενετικά ταυτόσηµα µεταξύ 
τους µε την PFGE και ανήκαν µε την MLST στον επικρατούντα παγκοσµίως διεθνή κλώνο 
ΙC2. Σε σύγκριση µε τα ColS, τα ColR στελέχη εµφάνισαν σηµαντική υπερέκφραση των 
γονιδίων pmrCAB και είχαν µονήρεις µεταλλάξεις αµινοξέων στην πρωτεΐνη PmrB. Τα CοlR 
στελέχη έδειξαν σηµαντικά πιο αργή ανάπτυξη και σχετική ικανότητα ανάπτυξης (Ρ < 0.05), 
όπως και σηµαντικά µειωµένη ικανότητα σχηµατισµού βιοµεµβράνης στη στατική και 
δυναµική δοκιµασία (Ρ < 0.001) σε σύγκριση µε τα οµόλογά τους CοlS στελέχη. Η 
συγκριτική ανάλυση ολόκληρου του γωνιδιώµατος µεταξύ των στελεχών του κάθε ζεύγους 
ανίχνευσε στο CοlR στέλεχος Ab249 µια µετάλλαξη µετατροπής ενός κωδικονίου 
τερµατισµού σε λυσίνη (*241K) στην πρωτεΐνη LpsB, η οποία συµµετέχει στη σύνθεση του 
λιποπολυσακχαρίτη του κυτταρικού τοιχώµατος. Στο CοlR στέλεχος Ab347 ανιχνεύτηκε µια 
µετάλλαξη µετατόπισης πλαισίου στην πρωτεΐνη CarO και η απώλεια µιας περιοχής 47.969-
bp, η οποία περιείχε πολλαπλά γονίδια που συνδέονται µε την παραγωγή βιοµεµβράνης. 
Συνολικά, τα ευρήµατα αυτά υποδηλώνουν ότι η παρατεταµένη θεραπεία µε κολιστίνη 
οδήγησε στην επιλογή ανθεκτικών στην κολιστίνη κλινικών στελεχών A. baumannii, τα 
οποία φάνηκε ότι απέκτησαν και εκδήλωσαν σηµαντικά µειωµένη µολυσµατικότητα σε 
σύγκριση µε τα ευαίσθητα. 
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Στο τελευταίο στάδιο της µελέτης, ερευνήσαµε την αντοχή στα αντιβιοτικά, τα γονίδια 
καρβαπενεµασών και την κλωνική συγγένεια 194 κλινικών στελεχών CRAB, τα οποία 
συλλέχθηκαν τυχαία κατά τη διάρκεια του 2015 από 11 τριτοβάθµια νοσοκοµεία σε όλη την 
Ελλάδα. Για τον προσδιορισµό της ευαισθησίας στα αντιµικροβιακά χρησιµοποιήθηκαν 
εµπορικές και πρότυπες µέθοδoι. Η ανίχνευση των καρβαπενεµασών έγινε µε PCR. Η 
κλωνικότητα ελέγχθηκε µε το σχήµα που βασίζεται σε δύο multiplex PCRs και τη µέθοδο 
αλληλούχισης του γονιδίου blaOXA-51-like, ενώ οι µέθοδοι MLST (σχήµα Pasteur) και PFGE 
εφαρµόστηκαν σε 31 αντιπροσωπευτικά στελέχη. Τα πιο δραστικά αντιβιοτικά ήταν η 
τριµεθοπρίµη/σουλφαµεθοξαζόλη (34,6% των στελεχών ήταν ευαίσθητα), η µινοκυκλίνη 
(71,6%), η κολιστίνη (72,7%) και η τιγεκυκλίνη (MICs50/90, 1/2 µg/ml). Το γονίδιο blaOXA-23-
like ανιχνεύτηκε σε 188 στελέχη (96,9%) και µαζί µε το blaOXA-58-like σε 3 ακόµη στελέχη. Το 
γονίδιο blaOXA-58-like ανιχνεύτηκε σε 2 στελέχη και το γονίδιο blaOXA-40-like σε 1 στέλεχος. Η 
αλληλουχία εισδοχής ISAba1 βρέθηκε στην ανωφέρεια του γονιδίου blaOXA-23-like σε όλα τα 
στελέχη. Τα αποτελέσµατα τυποποίησης έδειξαν ότι 157 στελέχη (80,9%) ανήκαν στον 
διεθνή κλώνο IC2 και τον MLST τύπο ST2 και 36 στελέχη (18,6%) ανήκαν στον διεθνή 
κλώνο IC1 και τον τύπο ST1. Το στέλεχος που έφερε το γονίδιο blaOXA-40-like ανήκε στον 
τύπο ST78, ο οποίος για πρώτη φορά ανιχνεύτηκε στη χώρα µας. Με τη µέθοδο PFGE 
ταυτοποιήθηκαν επτά διαφορετικοί κλώνοι. Τα στελέχη που ανήκαν στον κλώνο IC2 ήταν 
ανθεκτικά σε περισσότερα αντιβιοτικά σε σχέση µε τα στελέχη που ανήκαν στον κλώνο IC1, 
εκτός από την τριµεθοπρίµη/σουλφαµεθοξαζόλη. Συνολικά, αυτή η εθνική µελέτη έδειξε ότι 
τα CRAB στελέχη στα Ελληνικά νοσοκοµεία σήµερα παράγουν, σχεδόν αποκλειστικά, την 
καρβαπενεµάση OXA-23 και ανήκουν κυρίως στον κλώνο IC2 και σε µικρότερο βαθµό στον 
IC1. Ιδιαίτερη ανησυχία προκαλεί η πρόσφατη ελάττωση της ευαισθησίας στην κολιστίνη 
στην χώρα µας. 
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ABSTRACT 
 
During the last years, A. baumannii is the most frequent pathogen causing infections in 
Intensive Care Units of Greek hospitals. Among European countries, Greece presents the 
most remarkable rates of antimicrobial resistance of A. baumannii to the last line treatment 
alternatives, such as carbapenems or colistin. The aim of the current thesis was to investigate 
the resistance mechanisms and the activity of the last line antibiotics in hospital acquired 
isolates of A. baumannii. A total of 216 multidrug-resistant and carbapenem resistant A. 
baumannii (CRAB) clinical isolates, which were isolated from clinical specimens of patients 
of various hospitals in Northern, Western, Central and Southern Greece in the period between 
2008 and 2015 were studied. 
 
At the first stage of the study, we evaluated six colistin susceptibility testing (ST) methods on 
20 A. baumannii isolates with provisionally elevated colistin MICs by routine ST. Colistin 
MICs were determined by broth microdilution (BMD), BMD with 0.002% polysorbate 80 
(P80) (BMD-P80), agar dilution (AD), the automated system Vitek 2, and the gradient 
tests Etest and MIC test strip (MTS). BMD was used as the reference method for comparison. 
Isolates with MIC ≤2 µg/ml were interpreted as susceptible, while those with MIC >2 µg/ml 
as resistant. The proportions of colistin resistant isolates were 90, 60, 90, 55, 65, and 100% 
by BMD, BMD-P80, AD, Etest, MTS, and Vitek 2, respectively. The Etest and MTS 
methods produced excessive rates of false susceptible results (VMEs) (35 and 25%, 
respectively), while BMD-P80 produced 30% VMEs, AD produced 10% VMEs, and Vitek 2 
produced no VMEs. False resistant results (MEs) were rather limited by all tested methods. 
At next phase, we evaluated Vitek 2 and Phoenix100 automated systems and AD compared 
with BMD for colistin ST against 117 randomly selected A. baumannii isolates. Colistin 
resistance rates were: Phoenix100/Vitek 2/AD/BMD, 15.4/16.2/35.9/24.8%; VMEs/MEs: 
Phoenix100 41.4/1.1%, Vitek 2 37.9/1.1%, AD 3.4/15.9%. Overall, these data show that the 
gradient diffusion methods and automated systems significantly underestimated the resistance 
to colistin and may lead to inappropriate colistin therapy. The susceptible isolates, 
particularly those with MIC on the breakpoint of 2 µg/ml with commercial methods, require 
validation by the standard method BMD. 
 
At the next stage of the study, phenotypic, genomic and pathogenetic changes associated with 
the development of resistance to colistin in vivo were investigated. In this study, we 
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investigated the characteristics and the mechanisms of colistin resistance in two genetically 
indistinguishable with each other colistin-susceptible/colistin-resistant (ColS/ColR) pairs of Α. 
baumannii clinical isolates (Ab299/Ab347 and Ab248/Ab249; colistin MICs of 0.5/32 and 
0.5/128 µg/ml, respectively). The isolates were successively recovered from clinical 
specimens of two patients during their hospitalization in ICU, while between ColS/ColR 
isolations the patients received colistin for several days. Important differences in the 
antibiotic resistance phenotypes other than colistin were not observed among ColS/ColR 
isolates. The ColS isolates of the first pair caused sequential bloodstream infections and the 
ColS isolates of the second pair a severe soft tissue infection, while the respective ColR 
isolates were mainly colonizers. The ColS/ColR isolates of each pair were genetically 
indistinguishable by PFGE and were assigned by MLST tο the worldwide predominant 
international clone (ΙC) 2. Compared with the ColS, the ColR isolates overexpressed 
significantly the pmrCAB genes and had single aminoacid shifts in PmrB protein. The ColR 
isolates showed significantly slower growth and relative fitness (P < 0.05), as well as 
significantly decreased biofilm formation in static and dynamic assays (P < 0.001) compared 
with those of the ColS counterparts. The whole-genome sequencing comparison of strain 
pairs identified a mutation converting a stop codon to lysine (*241K) in LpsB (involved in 
lipopolysaccharide synthesis) in the ColR isolate Ab249 and a frameshift mutation in CarO 
and the loss of a 47,969-bp element containing multiple genes associated with biofilm 
production in the ColR isolate Ab347. These findings overall indicate that prolonged colistin 
treatment contributed to the selection of ColR A. baumannii clinical isolates, which acquired 
and exhibited considerably lower infectivity than the susceptible ones.  
 
During the last stage of the study, we investigated the antibiotic resistances, carbapenemase 
gene content and clonal relatedness of 194 single-patient CRAB clinical isolates collected 
randomly during 2015 from 11 tertiary hospitals throughout Greece. Antimicrobial 
susceptibilities were determined using commercial and standard methods. PCR assays for 
carbapenemase genes were performed. Clonality was tested by the scheme based on two 
multiplex PCRs and the single-locus blaOXA-51-like sequence-based typing; Pasteur’s MLST 
and PFGE were applied to 31 selected representative isolates. The most active antibiotics 
were trimethoprim/sulfamethoxazole (34.6% of isolates susceptible), minocycline (71.6%), 
colistin (72.7%) and tigecycline (MICs50/90, 1/2 µg/ml). The blaOXA-23-like gene was identified 
in 188 (96.9%) and along with blaOXA-58-like in 3 more isolates, blaOXA-58- like in 2 and blaOXA-40-
like in 1 isolate; ISAba1 preceded the blaOXA-23-like in all isolates. The typing results showed 
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that 157 isolates (80.9%) belonged to the international clone IC2 and MLST type ST2 and 36 
isolates (18.6%) assigned to IC1 and MLST type ST1. The isolate carried the blaOXA-40-like 
gene assigned to ST78, which was detected for first time in our country. Seven PFGE types 
were detected. The IC2 isolates were resistant to more antibiotics than IC1 isolates, except 
trimethoprim/sulfamethoxazole. In summary, this nationwide study showed that CRAB 
isolates in Greek hospitals currently produce almost exclusively the OXA-23 carbapenemase 
and belong mainly to IC2 and, to a lesser extent to IC1. Of particular concern is the recent 
reduction of colistin susceptibility in our country. 
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